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Zusammenfassung 
Der endophytische Pilz Piriformospora indica interagiert mit Arabidopsis thaliana, fördert 
meist Wachstum und Samenproduktion der Pflanze und erhöht die Toleranz gegenüber 
biotischem und abiotischem Stress. In dieser Arbeit wurde die Rolle der Arabidopsis-Proteine 
MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 in Bezug auf die 
Interaktion mit P. indica untersucht. Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der Interaktion in 
den Pflanzen charakterisiert. 
Die Interaktion von Arabidopsis mit P. indica vollzieht sich in drei Phasen. Die erste Phase ist 
die Erkennungsphase. Sie findet im verwendeten Versuchssystem in den ersten 4 Tagen nach 
Inokulation statt. In dieser Phase findet noch keine Wachstumsreaktion der Pflanze auf den 
Pilz statt. In ihr laufen die Früherkennung und daraus resultierenden frühen Signalprozesse 
ab. Die zweite Phase ist die Etablierungsphase. Sie findet im verwendeten Versuchssystem 
zwischen 4 und 8 Tagen nach Inokulation statt. In dieser Phase findet die 
Wachstumsförderung der Pflanze durch den Pilz statt. Die Symbiose zu P. indica wird 
aufgebaut. Die dritte Phase ist die eigentliche Symbiosephase dieser Interaktion. Sie findet ab 
8 Tagen nach Inokulation statt. Sowohl das Wachstum der Pflanzen als auch die 
Wachstumsveränderung durch den Pilz haben in dieser Phase ein Plateau erreicht.  
Die Rolle der Proteine MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 
in Bezug auf die Wachstumsantwort auf P. indica wurde mit entsprechenden k.o.-Linien 
untersucht. Die MATH1 k.o.-Linie konnte aufgrund der Embryoletalität dieser Linie nicht 
getestet werden. Ko-Kultivierungsversuche mit den anderen k.o.-Linien ergaben, dass die 
Proteine MATH2, MATH3 und MAPK6 verantwortlich für die Wachstumsreaktion der 
Pflanze auf den Pilz sind. Dagegen haben PDK1 und MAPK3 keinen Einfluss auf die 
Wachstumsreaktion. Eine vollständige Inaktivierung von PDK1 führt unter 
Standardwachstumsbedingungen dazu, dass die Pflanzen während verschiedener 
Entwicklungsstadien ein verringertes Wachstum zeigen. PDK1 könnte damit das Wachstum 
regulieren, ohne dabei für den Interaktionsprozess mit P. indica direkt entscheidend zu sein.  
Mit Ausnahme der MAPK6 k.o.-Mutante werden die Wurzeln aller getesteten k.o.-Linien 
weniger durch P. indica kolonisiert als der WT. Die stärkste Reduktion der 
Kolonisierungsrate zeigten die MATH2 k.o. und die MAPK3 k.o.-Linie. Die Rolle eines 
Proteins für die Wachstumsreaktion muss damit nicht in direktem Zusammenhang mit einer 
Rolle bei der Kolonisierung stehen.  
Die Expression der Gene MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 wird in 
der zweiten Phase der Interaktion, der Etablierungsphase, in den WT-Wurzeln transient 
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hochreguliert. Der Verlauf der Regulation der Genexpression folgt dabei genau dem Verlauf 
der Wachstumsförderung in den Pflanzen durch den Pilz. Die Gene werden wieder 
herunterreguliert, sobald die dritte Phase der Interaktion eintritt. Dabei werden MATH2 und 
MAPK3 besonders deutlich reguliert. MATH3, PDK1.1, PDK1.2 und MAPK6 weisen dagegen 
nur eine schwache Regulation auf. Alle diese Gene sind damit wichtig für den Aufbau der 
Symbiose. Für MATH2 und MATH3 konnte zudem gezeigt werden, dass sie nicht Kalzium-
abhängig reguliert werden, was bestätigt, dass sie nicht in frühe Signalprozesse während der 
ersten Phase der Interaktion involiert sind. MATH1, das ein sehr hohes Expressionsniveau 
besitzt, ist während der Interaktion nicht reguliert.  
MATH1 ist ein hoch abundantes Protein in den Wurzeln. Es ist weniger abundant im 
Sprossgewebe. Mit fortschreitender Entwicklung der Pflanze ist MATH1 im Sprossgewebe 
nicht mehr nachweisbar. Darüberhinaus waren homozygote MATH1 k.o.-Samen nicht mehr in 
der Lage zu keimen, obwohl sie einen reifen Embryo angelegt hatten. MATH1 spielt demnach 
bei der Keimung eine entscheidende Rolle. MATH2 ist weniger abundant als MATH1 und ist 
in Spross- und Wurzelgewebe gleichermassen verteilt. Eine Doppel-k.o.-Mutante aus der 
MATH2 und MATH3 k.o.-Linie sowie Mutanten, die homozygot k.o. für ein Merkmal und 
heterozygot k.o. für das andere Merkmal waren, waren ebenfalls embryoletal. Der Phänotyp 
war ähnlich dem der MATH1 k.o.-Mutante.  
MATH1 und MATH2 sind an der Außenseite der Plasmamembran lokalisiert und dabei in 
etwa 100 nm-großen Clustern angeordnet. Beide Proteine sind periphere Membranproteine, 
die nur schwach mit der Membran verankert sind. Sie sind nicht glykosyliert.  





Die Bildung von Symbiosen ist ein sehr verbreitetes Phänomen in der Natur. 80 – 90 % aller 
Landpflanzen z.B. gehen eine Symbiose mit verschiedenen Pilzen ein und bilden eine 
Mykorrhiza aus (Newman und Reddell, 1987; Smith und Read, 1997). Die verbreitetste Form 
der Mykorrhiza ist die arbuskuläre Mykorrhiza (AM), die vorrangig aus den meisten 
Blütenpflanzen aber auch Farnen und Moosen und Pilzen der Ordnung Glomales (Abteilung 
Zygomycota; Schüßler et al., 2001, Hibbett und Schüßler, 2007) gebildet wird. Andere 
Mykorrhizaformen wie die Ektomykorrhiza oder die Ericoide Mykorrhiza bestehen eher aus 
Bäumen oder holzigen Sträuchern gemässigter Zonen und vorwiegend Basidiomyceten 
(Ektomykorrhiza) bzw. Pflanzen karger Berglanschaften der Ordnung Ericales und 
Ascomyceten (Ericoide Mykorrhiza). Was alle diese Verbindungen jedoch gemeinsam haben 
ist eine erhöhte Stresstoleranz der Wirtspflanze und ein Austausch von Nährstoffen in beiden 
Richtungen. Die Pilzpartner erhalten höher molekulare organische Verbindungen von der 
Pflanze und die Pflanzen werden zusätzlich mit anorganischen Mineralstoffen aus dem Boden 
versorgt, vor allem mit Phosphat (Smith und Read, 1997; Harrisson et al., 2002; Rausch und 
Bucher, 2002; Bucking und Heyer, 2003; Karandashov et al., 2004). Heckman et al. (2001) 
konnten zeigen, dass symbiotische Interaktionen zwischen photosynthetisch aktiven 
Organismen und Pilzen schon sehr früh in der Evolution stattgefunden haben (vor mehr als 
460 Millionen Jahren) und vermutlich die Besiedlung des Festlandes beförderten. Vor 60 – 70 
Millionen Jahren entwickelte sich die Symbiose zwischen Rhizobien (Bakterien) und 
Leguminosen, bei der die Bakterien zusätzlich Luft-Stickstoff fixieren und die Pflanze damit 
versorgen. Im Gegenzug erhalten die Rhizobien höher molekulare organische Verbindungen 
von der Pflanze.  
Darüberhinaus gibt es zahlreiche Interaktionen zwischen Pflanzen und endophytischen Pilzen, 
bei denen der Pilz verschiedene Lebensstrategien einnehmen kann, von mutualsitisch über 
asymptomatisch (ohne erkennbare Krankheitssymptome) bis parasitisch. Der Ausgang dieser 
Interaktion beruht auf balanciertem Antagonismus (Schardl et al., 2004; Schulz and Boyle, 
2005; Kogel, 2006). 
Eine symbiotische Interaktion muss folglich nicht immer vorteilig für die jeweiligen Partner 
sein. Der Begriff Symbiose bezieht sich daher hier auf die zuerst von de Bary (1879) 
formulierte und am weitesten gefasste Definition als das “Zusammenleben zweier 
(verschiedennamiger) Organismen”, das über einen längeren oder permanenten Zeitraum 
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stattfindet (Smith und Douglas, 1987) und unabhängig vom Ausgang der Interaktion gemeint 
ist.  
Was ist Ausschlag gebend dafür, ob eine Symbiose nützlich oder nachteilig für die jeweiligen 
Partner ist und welche Faktoren bestimmen darüber? Um miteinander zu interagieren, müssen 
die Partner zunächst in Kontakt kommen und Signalkaskaden auf molekularer Ebene in Gang 
setzen. Um zu verstehen, was eine mutualistische Symbiose von einer antagonistischen 
unterscheidet, ist es notwendig, die Signalstoffe und die zu Grunde liegenden Mechanismen 
der Signalübertragung und –weiterleitung zu verstehen. Diese Arbeit untersucht die 
mutualistische Interaktion zwischen Arabidopsis thaliana und dem endophytischen Pilz 
Piriformospora indica in Bezug auf die Signalwege in der Pflanze.  
 
1.2 Signaltransduktion in mutualsitischen Symbiosen 
Mutualistische Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen wurden bisher vor 
allem in Verbindung mit Rhizobien und arbuskulären Mykorrhizapilzen untersucht. In beiden 
Symbiosen gibt es gemeinsame Signalkomponenten (Marx, 2004). Es wird angenommen, 
dass die Signalwege zuerst in der AM entstanden sind und später während der Entstehung der 
Symbiose zwischen Leguminosen und Rhizobien adaptiert wurden (Parniske, 2000). So wie 
es in der Interaktion von Pflanzen mit Pathogenen Wirt- und Nichtwirtresistenz gibt, gibt es 
auch bei der AM Wirt-abhängige und Wirt-unabhängige Interaktionen. Mutualistische 
Interaktionen sind immer kompatibel (Gadkar et al., 2001). In diesen kommt es auch zu 
Abwehrreaktionen. Diese sind jedoch nicht so stark, häufig transient und meist lokal (Dumas-
Gaudot et al., 2000; Salzer und Boller, 2000) oder können unterdrückt werden (David et al., 
1998). Die Expression von PR (pathogenesis-related)–Genen unterbindet dabei nicht die 
Kolonisierung durch AM-Pilze (Vierheilig et al., 1995).  
Bisher isolierte Komponenten der Signaltransduktion in diesen Interaktionen werden im 
Folgenden kurz aufgeführt.  
Zur Erkennung werden Signalstoffe in die Umgebung abgegeben, die dem Partner das 
Vorhandensein vermitteln. Das sind bei den Mykorrhizapflanzen Strigolactone (Akiyama et 
al., 2005; Besserer et al., 2006), die neben mutualistischen auch pathogene Pilze anlocken. 
Die Pilzpartner sondern daraufhin bisher noch nicht identifizierte Myc-Faktoren ab. Kosuta et 
al. (2003) entdeckten die Existenz eines von einem AM-Pilz stammenden diffusiblen 
Signalmoleküls, das die Expression pflanzlicher Symbiosegene induziert. Drissner et al. 
(2007) identifizierten Lysophosphatidylcholin (LPC), ein lipophiles Signal, als ein Signal zur 
Bildung der AM. Zur Bildung der Symbiose zwischen Leguminosen und Rhizobien werden 
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Flavonoide von den Pflanzen und daraufhin Nodulations (Nod)-Faktoren von den Rhizobien 
abgegeben. Nod-Faktoren bestehen aus Lipochitooligosacchariden und ihre Perzeption 
entwickelte sich aus der Perzeption von Elicitor-Vorfahren wie Lipopolysacchariden oder 
Chitinen (Boller, 1995; Cullimore et al., 2001; Montesano et al., 2003).  
Zur Perzeption binden die Nod- bzw. Myc-Faktoren an pflanzliche Rezeptorkinasen, NORK 
(nodulation receptor kinase; Endré et al., 2002) bzw. SYMRK (symbiosis-like receptor 
kinase; Kistner und Parniske, 2002; Stracke et al., 2002). Zwei NORKs konnten bisher 
identifiziert werden, NFR1 und NFR5 mit zwei bzw. drei LysM–Domänen, an welche die 
Lipochitooligosaccharid-Nod-Faktoren vermutlich binden (Madsen et al., 2003; Radutoiu et 
al., 2003; Radutoiu et al., 2007; Smit et al., 2007). Eine identifizierte SYMRK ist DMI2 
(“does not make infection”2) aus Medicago (Endré et al., 2002) mit einer extrazellulären LRR 
(leucin-rich repeat)–Domäne (Yoshida und Parniske, 2005). Für DMI2 gibt es orthologe Gene 
in Lotus japonicus (Stracke, 2002) und Pisum sativum (Schneider, 1999).  
Eine Komponente in der darauffolgenden Signaltransduktion ist ein Plastiden-lokalisierter 
Liganden-vermittelter Kaliumkanal, DMI1, aus Medicago (Ané et al., 2004). Zwei Orthologe, 
CASTOR und POLLUX, wurden aus Lotus japonicus isoliert (Imaizumi-Anraku et al., 2005; 
Peiter et al., 2007).  
Zwei Nucleoporine (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007) sind essentiell für Kern-
spezifische Kalziumsignaturen in der Symbiose mit Rhizobien und AM-Pilzen (Kosuta et al., 
2008). Als Kalziumsensor fungiert DMI3, eine Kern-lokalisierte Ca2+/Calmodulin-abhängige 
Proteinkinase (CCaMK) (Levy et al., 2004; Kalo et al., 2005, Smit et al., 2005). CYCLOPS 
spielt eine Rolle in einem Infektions-spezifischen Zweig in der Etablierung der 
mutualistischen Symbiose (Kistner et al., 2005). Es enthält ein Kernlokalisationssignal und 
wird durch CCaMK phosphoryliert.  
Weiterhin konnte die Beteiligung von Pflanzenhormonen an der Kommunikation von 
Leguminosen mit Rhizobien gezeigt werden. Jasmonsäure (JA) inhibiert die Antwort der 
Pflanze auf Rhizobien. Ethylen (ET) agiert stromabwärts von JA, um den JA-Effekt zu 
limitieren und interagiert damit antagonistisch zu JA (Zhao und Qi, 2008). Auf der anderen 
Seite agieren beide synergistisch, um Knöllchenbildung (Nodulation) zu inhibieren (Sun et 
al., 2006). Zudem ist ET in die Nodulation involviert, in dem es die Bildung infizierter Fasern 
und die Anordnung von Knöllchenprimordien durch Inhibierung der Zellteilung reguliert. ET 
könnte somit einige frühe Antworten in den Leguminosen inhibieren (Oldroyd et al., 2001). 
Zusätzlich wird von Cytokininen angenommen, dass sie zur Nodulation beitragen (Murray et 
al., 2007; Oldroyd, 2007; Tirichine et al., 2007).  
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1.3 Molekulare Interaktion zwischen Arabidopsis und P. indica – ein Modelsystem 
Die AM lässt sich jedoch nicht mit Arabidopsis untersuchen, da Arabidopsis kein Wirt für 
Mykorrhiza-Pilze ist. Mykorrhiza-Pilze sind in der Regel obligat biotroph und können ohne 
Wirt nicht kultiviert werden (Newman und Reddel, 1987). Arabidopsis ist stattdessen in der 
Lage, mit dem endophytischen Pilz Piriformospora indica zu interagieren (Verma et al., 
1998). Dieser Pilz wurde in der indischen Thar-Wüste entdeckt und der Familie der 
Sebacinaceaen (Gruppe Hymenomyceten, Basidiomycota) zugeordent. P. indica imitiert eine 
primitive arbuskuläre Mykorrhiza, fördert das Pflanzenwachstum und die Produktion von 
Samen und erhöht die Toleranz gegenüber abiotischem und biotischem Stress (Varma et al., 
1999; Varma et al., 2001; Singh et al., 2003; Peškan-Berghöfer et al., 2004; Pham et al., 
2004; Waller et al., 2005). Der Pilz lässt sich in axenischer Kultur und ohne Wirt kultivieren 
und wächst sowohl auf synthetischem Voll- als auch Mangelmedium (Abb. 1.1) (Peskan-
Berghöfer et al., 2004, Varma et al., 2001), wo er Sporen bildet (Pham et al., 2004; Peškan-
Berghöfer et al., 2004). Die Interaktion zwischen Arabidopsis und P. indica liefert damit ein 
geeignetes Modellsystem zur Untersuchung einer mutualistischen Symbiose auf molekularer 
Ebene.  
Abb. 1.1: Piriformospora indica auf Käfers Medium (KM) 
 
 
Da Arabidopsis kein natürlicher Wirt für P. indica ist, ist auch die Interaktion Wirt-
unabhängig und basiert daher eher auf allgemeinen Mechanismen der Erkennung und 
Signalweiterleitung.  
Im Folgenden werden die bis jetzt bekannten Komponenten in Arabidopsis, die an der 
Kommunikation mit P. indica beteiligt sind (Abb. 1.3), beschrieben.  
Ein Elicitor von P. indica konnte noch nicht gefunden werden. Das Signal, das vom Pilz 
ausgeht, besteht möglicherweise aus mehreren Komponenten. Ein Zellwandextrakt aus P. 
indica fördert das Wachstum der Pflanzen (Vadassery et al., 2009).  
Weiterhin wurde eine Rezeptorkinase in der Plasmamembran gefunden, die entscheidend für 
die Interaktion ist und den Elicitor von P. indica erkennen könnte. Die Rezeptorkinase besitzt 
eine extrazelluläre LRR-Domäne, die vermutlich für die Bindung des Elicitors verantwortlich 
ist, und eine intrazelluläre atypische Kinasedomäne. In dieser atypischen Domäne sind 
bestimmte Aminosäuren, die entscheidend für die Kinaseaktivität sind, substituiert. Dadurch 
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kann diese Kinase ihre Zielproteine nicht mehr direkt phosphorylieren, sondern benötigt dazu 
Adapterproteine. Diese Rezeptorkinase ist eine putative Komponente in der frühen 
Erkennungsphase; ihre mRNA ist während dieser Zeit der Interaktion transient hochreguliert 































Abb. 1.3: Modelsystem der molekularen Interaktion von Arabidopsis mit P.  indica, eigene Graphik. LRR1 
– leucin-rich repeat 1 (Rezeptokinase), Rab, Rop – Familien von kleinen G-Proteinen, MAPK – Mitogen-
aktivierte Proteinkinase, cZ - Zytokinin-Isoform,  MATH – meprin and TRAF [tumor necrosis receptor 
associated factor] homology, PA – Phosphatidsäure, PDK1 – 3-Phosphoinositde dependent kinase 1, OXI1 – 
oxidative burst-dependent Kinase 1, Nia2 – Nitratreduktase2, SEX1 – starch excess protein 1, NpdO -2-
Nitropropandioxygenase, MIOX - myo-inositol oxygenase. Grau markiert sind vermutete Komponenten (s. 
Kapitel 1.3.2 und 1.3.3).  
 
Kleine G-Proteine aus der Rop-Famile und ein kleines G-Protein aus der Rab-Familie 
scheinen ebenfalls eine Rolle in der Interaktion zu spielen.  
Die Perzeption von P. indica verursacht einen charakteristischen Kalziumeinstrom aus dem 
Apoplasten in das Cytosol der Wurzelzellen (Vadassery et al., 2009). Dieser Kalziumeinstrom 
ist begleitet von der Hochregulation von Genen, deren Genprodukte an der Wahrnehmung 
und Weiterleitung von Kalziumsignalen beteiligt sind, wie z.B. CIPK13 (CBL (Calcineurin B-
like)-interacting protein kinase 13) (Vadassery et al., 2009). Stromabwärts von dieser 
Kalziumantwort werden die beiden MAP Kinasen MAPK3 und -6 transient phosphoryliert.  
Eine Akkumulation von H2O2 konnte nicht nachgewiesen werden. Demnach scheint hier, 
anders als bei pathogenen Interaktionen, kein oxidative burst stattzufinden.  
Ein Transkriptionsfaktor mit einer Homöobox-Domäne bindet an Promotorelemente von 
mindestens drei P. indica-regulierten Genen, die Schlüsselfunktionen in metabolischen 
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Prozessen haben. Sie kodieren für die Nitratreduktase (Nia2), das Stärke-abbauende Enzym 
Glucan-Wasser-Dikinase (SEX1) und die 2-Nitropropandioxygenase (NpdO) (Sherameti et 
al., 2005). Es konnten noch weitere Gene gefunden werden, die ebenfalls durch den Pilz 
hochreguliert werden, wie z.B. MIOX (myo-inositol oxygenase), das in die Ascorbatsynthese 
involviert ist, und Germin, ein Abwehrgen.  
Auxin scheint in die Interaktion nicht involviert zu sein, da in kolonisierten Wurzeln keine 
Unterschiede in freien oder konjugierten Auxingehalten nachzuweisen waren. Im Gegensatz 
dazu konnten erhöhte Zytokiningehalte in den Wurzeln in Gegenwart des Pilzes festgestellt 
werden. Zytokinin scheint jedoch nicht direkt für die Wachstumsantwort der Pflanze 
verantwortlich zu sein. Allerdings kann die Pflanze nicht mehr auf den Pilz reagieren, wenn 
alle drei Zytokininrezeptoren, CRE, AHK2, und AHK3, inaktiviert sind (Vadassery et al., 
2008).  
Die Interaktion von Arabidopsis mit P. indica führt zu einer transienten Modifizierung eines 
bisher nicht untersuchten MATH [meprin and TRAF (tumor necrosis receptor-associated 
factor) homology]-Proteins, das ein N-terminales Signalpeptid und zwei MATH-Domänen  
besitzt (Peškan-Berghöfer et al., 2004). Die Modifizierung dieses Proteins erreicht ihr 
Maximum nach fünf Tagen und verschwindet, sobald die Interaktion etabliert ist (nach neun 
Tagen) (Oelmüller et al., 2005). Die Untersuchungen zu diesem MATH-Protein ist eins der 
Hauptthemen in dieser Arbeit (Kapitel 1.4.1).   
Weiterhin zentral in dieser Arbeit ist die Analyse von Kinasen aus zwei Proteinfamilien, die 
Lipid-bindende 3-Phosphoinositid-abhängige Kinase 1 (PDK1; Kapitel 1.4.2) und die MAP 
Kinasen MAPK3 und -6 (Kapitel 1.4.3). Diese Kinasen spielen eine Rolle in der Interaktion 
mit Pathogenen und wurden  in mutualistischen Interaktionen bisher noch nicht untersucht. 
 
1.3.1 MATH [meprin and TRAF (tumor necrosis receptor-associated factor) 
homology]-Proteine 
Es gibt 59 MATH-Gene im Arabidopsis-Genom, deren Genprodukte eine bis vier MATH-
Domänen enthalten.  
Das MATH-Motiv ist definiert durch die Homologie zwischen der TRAF-C-Domäne von 
tierischen TRAF-Proteinen und einer C-terminalen Region in Meprinen von Säugern (Uren 
und Vaux, 1996).  
Meprine sind Gewebe-spezifische Zinkendopeptidasen der Astacin-Familie bei Säugern 
(Bond und Beynon, 1995; Stöcker et al., 1995). Sie bestehen aus mehreren Domänen, sind 
hoch glykosyliert und extrazellulär. Sie sind in Entwicklungs- und Krankheitsprozessen 
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beteiligt und hydrolysieren eine Reihe von Peptiden und Proteinen wie z.B. 
Wachstumsfaktoren, Cytokine und extrazelluläre Matrixproteine (Yamaguchi et al., 1992; 
Bond und Beynon, 1995; Villa et al., 2003). Meprine können aus α- und β-Untereinheiten 
(Heterodimere) oder nur α-Untereinheiten (Homodimere) bestehen (Gorbea et al., 1991) 
(Abb. 1.4 a). Die MATH-Domäne in Meprinen ist notwendig für die Faltung eines 
aktivierbaren Zymogens (Tsukuba und Bond, 1998). Heterodimere Meprine bilden 
Plasmamembran-gebundene heterodimere Tetramere durch Interaktionen zwischen der 
MAM-Domäne N-terminal zur MATH-Domäne (Marchand et al., 1994; Marchand et al., 
1996). Im Gegensatz dazu verlieren Meprine, die nur aus Unterheit α bestehen, während ihrer 
Biosynthese ihre Transmembrandomäne (Marchand et al., 1995). Sie werden folglich in den 
extrazellulären Raum sekretiert, wo sie zu grossen Komplexen oligomerisieren und sich durch 
den extrazellulären Raum als grosse Metalloproteasen bewegen (Marchand et al., 1994).  
TRAF [tumor necrosis receptor associated factor]–Proteine gehören zu einer Familie von 
cytoplasmatischen Adapterproteinen, die die Signaltransduktion von verschienenen 
Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Superfamilie und der Interleukin-1-Rezeptoren vermitteln 
(Boucher et al., 1997; Arch et al., 1998; Rothe et al., 1994). Sie spielen eine entscheidende 
Rolle in der Regulation von Zellerhaltung und Zelltod und fördern den Zellerhalt durch 
Aktivierung von Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren der NF-kB- und AP-1-Familie 
(Rothe et al., 1995; Arch et al., 1998). TRAFs bestehen aus einer N-terminalen 
Ringfingerdomäne, ein bis sieben Zinkfingerdomänen (je nach TRAF-Protein), einer coiled-
coiled Region (TRAF-N) und einer MATH-Domäne (TRAF-C) C-terminal zur coiled-coiled 
Region (Rothe et al., 1994; Cheng et al., 1995; Chung et al., 2002) (Abb. 1.4 b). Ring- und 
Zinkfingerdomänen sind verantwortlich für die Signalweiterleitung. Die coiled-coiled Region 
(TRAF-N) ist dagegen verantwortlich für eine trimerische Selbstassoziation (Rothe et al., 
1995, Takeuchi et al., 1996; Mc Whirter et al., 1999; Park et al., 1999; Ye et al., 1999). Die 
MATH-Domäne scheint eine Protein-Protein-Interaktions-Domäne zu sein und ist vermutlich 
notwendig für die Bindung an Rezeptoren oder andere Signaltransduktoren für TRAF-TRAF-
Interaktionen (Uren und Vaux, 1996).  
Warum besitzen Meprine und TRAFs eine gemeinsame konservierte MATH-Domäne, 
obwohl sie funktionell sowie räumlich nichts miteinander zu tun haben? Eine mögliche 
Erklärung wurde von Sunnerhagen et al. (2002) vorgeschlagen. Beide Proteine besitzen 
Gemeinsamkeiten in der Interaktion ihrer Untereinheiten durch relative Position der 
Oligomerisierungsdomäne zur MATH-Domäne (N gegen C) (Abb. 1.4 a und b). Die 
Untereinheiten beider Proteinklassen müssen assemblieren, um funktionsfähig zu sein. 
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Trimerisierung der coiled-coiled TRAF-N-Region und der MATH-Domäne C-terminal zur 
TRAF-N-Region von TRAF-Proteinen scheint entscheidend zu sein für die korrekte Bindung 
an Rezeptoren (Mc Wither et al., 1999; Park et al., 1999). Heterodimere Meprine bilden 
Tetramere durch Interaktionen zwischen den MAM-Domänen N-terminal zur MATH-
Domäne. Zudem sind bestimmte Sequenzen, die in die Interaktion involviert sind, zwischen 
Meprinen und TRAF-Proteinen hoch konserviert. Das lässt vermuten, dass die 












Abb. 1.4 a: Domänentopologie von Meprinen bestehend aus α- und β-Untereinheiten. MAM - Meprin, A-5-
Protein, Rezeptorprotein-Tyrosinphosphatase µ, MATH – meprin and TRAF (tumor necrosis receptor-associated 
factor) homology, AM - after MATH, I – inserted domain, E - epidermal growth factor, T – 








Abb. 1.4 b: Domänentopologie von TRAF-Proteinen.  
R – Ringfinger, Z – Zinkfinger, C-C – coiled-coiled Domäne, MATH – meprin and TRAF (tumor necrosis 
receptor-associated factor) homology. Die Anzahl der Zinkfingerdomänen variiert von TRAF-Protein zu 
TRAF-Protein (verändert nach Chung et al., 2002).   
 
MATH-Domänen konnten auch in anderen Proteinen als Protein-Protein-Bindedomäne 
gefunden werden, allerdings nicht im Kontext des selben Mechanismus der 
Untereinheitenassemblierung wie zuvor für TRAFs und Meprine beschrieben. BTB [bric-a-
brac/tramtrack/broad complex]–Proteine z.B., die ebenfalls eine MATH-Domäne enthalten, 
wurden als eine Klasse von Ubiquitinligasen (E3) beschrieben, die mit Culin(CUL)3-RBX1 
(Ring-box1)-Komplexen in Caenorhabditis elegans (Dow und Mains, 1998; Pintard et al., 
2003; Xu et al., 2003), im Menschen (Kwon et al., 2006), in Reis (Gingerich et al., 2007), 
und Arabidopsis (Weber et al., 2005, Gingerich et al., 2005, Figueroa et al., 2005) 
interagieren. CUL3 dient dabei als Rückgrat und RBX1 als Mediator für die Bindung 
Ubiquitin-konjugierender Enzyme (E2). Die BTB-Proteine binden dabei mit ihrer C-
terminalen Domäne an den N-Terminus von CUL3 und mit ihrer N-terminalen MATH-
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Domäne an Substrate für die Proteolyse. Sie fungieren damit als Substratadapterproteine in 
Ubiquitinligasekomplexen (Abb. 1.5).  
 
CBTB/POZRBX1
CULIN3 NC Abb. 1.5: Ubiquitinligase (E3)-Komplex mit Culin3 (CUL3) als 
Rückgrat, RBX1 (Ring-box1) als 
Adapter an Ubiquitin-konjugierende 
Proteine (E2) und BPM [BTB (bric-
a-brac/tramtrack/broad complex)-
POZ (Pox virus and Zinc finger)-
MATH] als Adapter für Proteine, die 
proteolysiert werden sollen (Weber et 
al., 2005). 
 
Von den 59 MATH-Genen in Arabidopsis gehören sechs zu den BTB-Proteinen und werden in 
Arabidopsis als BMP [BTB-POZ(Pox virus and Zinc finger)-MATH]-Proteine bezeichnet 
(Weber et al., 2005). Weitere sechs Gene kodieren für Proteine, die ebenfalls eine andere 
Domäne benachbart zur MATH-Domäne besitzen. In all diesen Proteinen ist die MATH-
Domäne N-terminal zur benachbarten Domäne lokalisiert. Die restlichen 47 MATH-Proteine 
besitzen jeweils eine bis drei MATH-Domänen. Die meisten dieser MATH-Proteine besitzen 
allerdings zwei Domänen wie auch das Protein, das durch P. indica transient modifiziert wird 
(Kapitel 1.4; Peškan-Berghöfer et al., 2004; Oelmüller et al., 2005), welches als MATH1 
bezeichnet wurde (Abb. 1.6).  
Die Funktion der MATH-Proteine in Arabidopsis ist bis auf die BMP-Proteine weitestgehend 
unbekannt. Sie können entweder in Membransystemen, im Cytosol, im Kern, in Peroxisomen 

















   Abb. 1.6: Domänentopologie von MATH1, -2 und -3, eigene Graphik. 
 
Phylogenetische Analysen ergaben, dass MATH1 (At3g20370) eng verwandt ist mit zwei 
weiteren MATH-Proteinen (Oelmüller et al., 2005), MATH2 (At3g20360) und MATH3 
(At3g20380) (Abb. 1.6). Die Sequenzhomologien zwischen den drei Proteinen betragen 
jeweils ca. 70 %. Es ist unklar, ob die drei Proteine funktionell redundant sind. 
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1.3.2 Lipide als Signalmoleküle und die Rolle von PDK1 [3-phosphoinositide-dependent 
kinase 1]  
Lipide sind die Grundbausteine der Zellmembranen und dienen in Pflanzen als 
Kohlenstoffspeicher. Darüberhinaus sind sie an der Regulation von Zellfunktionen beteiligt, 
wie der Umordnung des Cytoskellets, dem Membrantransport und der Antwort auf 
Stresseinwirkungen. Neben der Aufrechterhaltung einer normalen Zellfunktion sind sie somit 
auch integraler Bestandteil von Signaltranduktionsprozessen. Die meisten Signallipide sind 
Zwischenprodukte in der Membranlipidbiosynthese oder Bestandteile der Zellmembranen 
selber wie z.B. Phosphatidsäure (PA) und ihre Derivate Phosphatidylinositole (Ptdlns, PIs), 
verschiedene Inositolphosphate (InsP, IPs), Phosphatidylglycerin, Diacylglycerin (DAG), 
Diacylglycerinpyrophosphat (DAGPP), Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylchinolinamin 
oder freie Fettsäuren, die Vorläufer von PA (Meijer und Munnik, 2003; Wang, 2004; van 
Schooten et al., 2006). Daneben gibt es noch weitere Lipide mit Signalfunktion wie 
Sphingolipide, Oxylipine und Sterole (Wang, 2004). Im Gegensatz zu Untersuchungen bei 
Tieren kristallisierte sich PA in Pflanzen als zentrales Lipidsignalmolekül heraus. Es ist 
involviert in Signalwege bei Verwundung, Abszisinsäure (ABA), ET, Abwehrreaktionen 
gegen Pathogene (de Jong et al., 2004), oxidativem und osmotischem Stress und der Nod-
Faktor-Signalleitung. PA gilt in Pflanzen als sekundärer Botenstoff (Munnik, 2001; Laxalt 
und Munnik, 2002). Dabei bindet PA vermutlich an ihre Zielproteine, um die Aktivität dieser 
Proteine zu erhöhen oder zu unterbinden (Testerink und Munnik, 2005). Es ist auch möglich, 
dass PA als Anker für die Assemblierung von Signalproteinen fungiert (Meijer und Munnik, 
2003; van Leuwen et al., 2004). Abgesehen davon wird PA als Substrat betrachtet, das mit der 
Produktion anderer zuvor erwähnter regulatorischer Lipide verbunden ist.  
Signallipide vermitteln Signalkaskaden, indem ihr Gehalt rasant ansteigt und genauso schnell 
wieder herunterreguliert wird. Als Signallipide haben sie folglich eine sehr viel schnellere 
Umsatzrate als Strukturlipide. Diese Umsetzung wird durch Lipid-hydrolysierende Enzyme 
wie Phospholipase A, C und D sowie Lipidkinasen und –phosphatasen wie die 
Diacylglycerinkinase (DAGK) realisiert (Testerink und Munnik, 2005).  
Wie profitiert die Zelle von den Signalinformationen, die an der Membran entstehen? Enzyme 
mit Lipid-Bindedomänen binden an diese Signallipide und werden daraufhin aktiviert. Sie 
machen dadurch eine Konformationsänderung durch und leiten die Signale so weiter. Die 
bisher bekanntesten Lipid-Bindedomänen von Arabidopsis-Proteinen sind die Pleckstrin-
Homologie (PH)-Domäne, eine FYVE-Motiv-Domäne und eine Phox (PX)–Homologie-
Domäne. Für die meisten dieser Lipid-Bindedomänen ist noch nicht bekannt, an welches 
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Lipid sie binden (van Leuwen et al., 2004). Eins der ersten Lipid-bindenden Proteine, das in 
Arabidopsis gefunden wurde, ist die 3-Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 (PDK1; Deak et 
al., 1999). Sie enthält eine N-terminale Kinase- und eine C-terminale PH-Domäne. AtPDK1 
ist das orthologe Protein zu PDK1 in Tieren, welches die Balance zwischen Wachstum, 
Zellteilung und Apoptose aufrecht erhält und reguliert (Storz und Toker, 2002; Mora et al., 
2004). Bis jetzt ist nicht klar, ob PDK1 in Arabidopsis dieselbe Funktion erfüllt. In 
Arabidopsis gibt es zwei homologe Gene für PDK1, PDK1.1 und PDK1.2, mit einer 
Sequenzhomologie von 92 %. Im Gegensatz zu PDK1 in Tieren ist die PH-Domäne von 
AtPDK1 weniger konserviert und bindet an verschiedene Lipide (Deak et al., 1999). AtPDK1 
wird in allen Geweben exprimiert (Anthony et al., 2004). Sie aktiviert und phosphoryliert 
Serin/Threonin-Kinasen der AGC (cAMP-abhängige, cGMP- abhängige Proteinkinase C-
(PKC))–Familie. Einige Substrate von PDK1 konnten bisher gefunden werden. PDK1.1 
aktiviert z.B. AGC2.1/OXI1, nachdem es selber durch PA aktiviert wurde (Anthony et al., 
2004). Dieser Signalweg führt zu Abwehrreaktionen bei Pathogenbefall (Anthony et al., 
2006). AGC2.1/OXI1 wird neben PDK1 auch durch oxidativen Stress aktiviert und agiert 
stromaufwärts der MAP Kinasen MAPK3 und -6. AGC2.1/OXI1 kann demnach durch 
mindestens einen weiteren von PA-PDK1.1-unabhängigen Signalweg aktiviert werden 
(Anthony et al., 2006). Weitere bereits identifizierte PDK1-Substrate sind PID (PINOID; 
Zegzouti et al., 2006 a) und die S6-Kinase, ein Analogon zur S6-Kinase in Säugern (Otterhag 
et al., 2004). 
 
1.3.3 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen [MAPKs]  
Eine zentrale Rolle in der Regulation vieler Zellfunktionen kommt Mitogen-aktivierten 
Proteinkinasen (MAPKs) zu. Sie umfassen eine eigene Subfamilie innerhalb der Superfamilie 
der Proteinkinasen in allen eukaryotischen Zellen (Hamel et al., 2006). Dabei bilden sie ein 
Kinasemodul, das etliche zelluläre Ereignisse einschliesslich der Antworten auf extrazelluläre 
Signale sowie Mitogen-induzierte Zellzyklusprogression während der G1-Phase reguliert. 
MAP Kinasen dienen somit als funktionelle Verbindung zwischen der Adaptation an 
extrazelluläre Signale und einer veränderten Genexpression (MAPK Group, 2002; Yang et 
al., 2003). Es handelt sich dabei um einen evolutionär alten Mechanismus, weshalb die 
Kinasen durch hoch konservierte Gene kodiert werden (Widmann et al., 1999). Weil die 
transkriptionelle Aktivierung von Genen, die durch MAPK-Kaskaden hervorgerufen werden, 
innerhalb von Minuten stattfindet, gehört dieser Mechanismus zu “frühen” Antworten in der 
Signaltranduktion (Asai et al., 2002; Kroj et al., 2003).  
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Pathogene und von Pathogenen stammende Elicitoren, abiotischer Stress und Hormone sind 
einige der Stimuli, die MAPK-Kaskaden induzieren (Zwerger und Hirt, 2001). In den meisten 
Fällen besteht ein MAPK-Modul aus drei Kinasen. Dabei wird zunächst eine MAPKKK nach 
Signalperzeption durch ein Zielprotein aktiviert. Daraufhin aktiviert diese MAPKKK ihr 
Substrat, eine MAPKK, durch duale Phosphorylierung. Als Folge dessen aktiviert diese 
MAPKK eine MAPK, ebenfalls durch duale Phosphorylierung (Zwerger und Hirt, 2001; 
MAPK Group, 2002). Diese MAPK wird im Cytosol oder in den Kern transloziert, wo sie an 
Transkriptionsfaktoren bindet und diese aktiviert (Peck, 2003; Lee et al., 2004; Feilner et al., 
2005). In Pflanzen handelt es sich dabei meistens um WRKY-Transkriptionsfaktoren, die 
beispielsweise an W-Boxen von PR-Genen binden. Nicht jede MAPK-Kaskade muss aus drei 
Kinasen bestehen. Zudem kann auch in einigen Fällen eine MAPKKKK (MAP4K) beteiligt 
sein (Dan et al., 2001; Llompart et al., 2003). Die Aktivierung einer MAPK-Kaskade ist ein 
transienter und reversibler Prozess, bei dem MAPKs durch MAPK Phosphatasen inaktiviert 
und dephosphoryliert werden (Farooq et al., 2001; Lee und Ellis, 2007; Schweighofer et al., 
2007).  
Basierend auf Sequenzhomologien wurden in Arabidopsis 60 Gene, die für MAPKKKs 
kodieren, gefunden (MAPK Group, 2002). Sie sind in drei Untergruppen unterteilt, die 
MEKKs (MAPK/extracellular signal-regulated kinase (ERK) kinase kinases), die Raf-
Superfamilie und die MEKK-verwandten Gene, die jedoch nicht in MAPK-Modulen 
fungieren. Im Gegensatz dazu gibt es 10 MAPKKs im Arabidopsis-Genom (MAPK Group, 
2002). Die entsprechenden Genprodukte enthalten ein putatives S/TXXXXXS/T-Motiv, an 
dem sie von MAPKKKs phosphoryliert werden. Es gibt 20 MAPK-Gene in Arabidopsis 
(MAPK Group, 2002), die wiederum in vier Untergruppen unterteilt sind. Drei dieser MAPK-
Untergruppen enthalten ein TEY-Motiv, an dem sie phosphoryliert werden, eine Untergruppe 
enthält ein TDY-Motiv zur Phoshorylierung. Einige dieser MAPKs haben redundante 
Funktionen (Asai et al., 2002; Hamel et al., 2006).  
Einige MAPK(KK)-abhängige Signalwege konnten in den vergangenen Jahren aufgeklärt 
werden (Abb. 1.7). Pathogene Interaktion, z.B. nach Perzeption von Flagellin 22, einem 22-
Aminosäuren-Peptid aus der Flagella von Gram-negativen Bakterien, führt zur Aktivierung 
der MAPKKK MEKK1. Daraufhin werden die MAPKKs MEK4 und -5 aktiviert, die 
wiederum MAPK3 und -6 aktivieren. Dies führt zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 
WRKY22 und -29 und zu Abwehrreaktionen (Asai et al., 2002). Dieser Signalweg ist 
Kalzium-abhängig, aber unabhängig oder stromaufwärts vom oxidative burst. MAPK3 und -6 
werden auch bei oxidativem Stress durch MEK4 und diese durch ANP1 aktiviert (Kovtun et 
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al., 2000; Rentel et al., 2004). ANP1 unterdrückt ausserdem die Auxin-Antwort. Bei 
Verwundung wird MEKK1 aktiviert, die daraufhin die MAPKKs MEK1 und MEK2 aktiviert 
(Hadiarto et al., 2006). MEK1 bzw. -2 aktivieren danach MAPK4. In diesem Signalweg 
fungiert MAPK4 als Antagonist in der Regulation der Pathogenabwehr, indem sie SA-
abhängige Resistenzmechanismen unterdrückt und JA-abhängige (PR1, PR2 und ICS1; 
Andreasson et al., 2005) induziert (Petersen et al., 2000). Weiterhin sind die 
Transkriptionsfaktoren WRKY25 und -33 in diesen Signalweg involviert. Neuerdings wurde 
entdeckt, dass JA-abhängige Signaltransduktion ausserdem von der Aktivierung durch 
MAPKK3 und MAPK6 begleitet ist (Takahashi et al., 2007). Die ET-Antwort ist negativ 
reguliert durch CTR1 (constitutive triple response1), eine MAPKKK, die anders als MEKK1 
und ANP1 zur Raf-Gruppe gehört. Ohne Ethylen (ET) hält der ET-Rezeptor ETR1 CTR1 in 
einem aktiven Status, der damit die ET-Antwort unterdrückt. Sobald ET an ETR1 bindet, wird 
der Repressor CTR1 inaktiviert und somit die Aktivierung der MAPK-Kaskade MAPKK7/9 
(Yoo et al., 2008) -MAPK6/13 (Ouaked et al., 2003; Liu und Zheng, 2004) ausgelöst. Kälte- 
und Salzstress führt zur Aktivierung der MAPKKK MEKK1 (Mizoguchi et al., 1996), die 
daraufhin MEK1/2 aktiviert (Ishimura et al., 1998). Darauf folgt die Aktivierung von MAPK4 


















































Abb. 1.7: MAPK-Signalwege in Arabidopsis, verändert nach Tena et al., 2001 
 
MAPK-Kaskaden bilden dynamische und überlappende Signaltransduktionswege mit vielen 
konvergenten und divergenten Routen. Das wirft die Frage auf, wie das hohe Level an 
Spezifität in Bezug auf Proteinaktivierung und –funktion aufrecht erhalten werden kann. Als 
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eine Möglichkeit wird diskutiert, dass die Interaktion zwischen den einzelnen Komponenten 
dieses Moduls Signal-abhängig ist. Es könnte auch sein, dass verschiedene MAPKKKs 
unterschiedliche Substrat-Spezifitäten gegenüber ihren MAPKKs besitzen. Auch zusätzliche 
Stützproteine können beteiligt sein (Cardinale et al., 2002). Es ist auch möglich, dass eine 
strikte Kontrolle der Proteinlokalisation oder der Lokalisation von Substratproteinen aufrecht 
erhalten wird (Lee et al., 2004). Darüberhinaus wird angenommen, dass individuelle MAPKs 
unterschiedliche Aktivierungsspezifitäten (z.B. Dauer) besitzen, sobald sie durch MAPKKs 
aktiviert wurden (Cardinale et al., 2002).   
Bei der Untersuchung der mutualsitischen Symbiose zwischen Pflanze und Pilz sind von den 
genannten MAP Kinasen MAPK3 und -6 von Interesse, da gezeigt werden konnte, dass sie in 
der Pathogenabwehr eine Rolle spielen (Asai et al., 2002; Lee et al., 2004). Beide Proteine 
sind eng miteinander verwandt und besitzen bis zu einem gewissen Grad die selben Substate 
(Feilner et al., 2005). Sie werden beide posttranslational aktiviert. Auf Transkriptionsebene 
wird dagegen meist nur MAPK3 reguliert (Hamel et al., 2006).  
 
1.4 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war es, die mutualistische Interaktion zwischen dem Wachstums-
fördernden Pilz P. indica und Arabidopsis auf der Seite der Pflanze zu untersuchen. Dazu 
sollte auf molekularer Ebene die Beteiligung der Proteine MATH1, MATH2, MATH3, 
PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 an der Interaktion untersucht werden.  
MATH1 ist eng verwandt zu MATH2 und -3 (Kapitel 1.3.1) und wird in Gegenwart des 
Pilzes transient modifiziert (Peškan-Berghöfer et al., 2004). Es sind weder die Funktion, noch 
die Regulation oder die Lokalisation dieser MATH-Proteine bekannt. Sie sollten im Zuge 
dieser Arbeit hinsichtlich Regulation und Lokalisation charakterisiert werden. Es sollte zudem 
geklärt werden, ob sie untereinander redundant sind und wie diese drei Proteine zur 
Interaktion beitragen.  
PDK1 wandelt Lipidsignale in davon abgeleitete Signale um. Bisher ist bekannt, dass PDK1.1 
in einen Signalweg involviert ist, der Abwehrreaktionen nach Pathogenbefall hervorruft 
(Anthony et al., 2004 und 2006). Es sollte ermittelt werden, ob PDK1.1 sowie das homologe 
Protein PDK1.2 ebenfalls eine Rolle in dieser mutualistischen Interaktion spielen. Es sollte 
außerdem geklärt werden, ob PDK1.1 und PDK1.2 funktionell redundant sind.  
MAPK3 und -6 sind Mitglieder eines sehr alten, hoch konservierten und zentralen 
Regulationsmoduls, das eine Vielzahl von Zellreaktionen reguliert. Beide Proteine wurden 
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bisher in der Pathogenabwehr beschrieben. Ebenso wie für PDK1 sollte für diese beiden 
Kinasen geklärt werden, ob sie an der Interaktion mit dem Pilz beteiligt sind.  
Folgende Punkte sollten analysiert werden:  
1) Der zeitliche Verlauf der Interaktion im WT sollte charakterisiert werden. 
2) Es sollten knock-out (k.o.)-Linien für die MATH-Proteine und für PDK1 hergestellt 
und die Mutanten charakterisiert werden.   
3) Es sollte ermittelt werden, ob die Proteine MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, 
PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 entscheidend für die Interaktion mit dem Pilz sind und 
eine Inaktivierung der Proteine die Wachstumsreaktion auf den Pilz verhindert. 
4) Anhand der k.o.-Linien sollte untersucht werden, ob die Proteine MATH1, MATH2, 
MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 eine Rolle bei der Kolonisierung 
spielen.  
5) Das zeitliche Expressionsmuster der genannten Proteine während der Interaktion sollte 
untersucht werden.  
6) Es sollte geklärt werden, ob die MATH-Proteine Kalzium-abhängig reguliert sind.  
7) Die MATH-Proteine sollte näher charakterisiert werden einschließlich ihrer 
subzellulären Lokalisation.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Falls nicht explizit erwähnt wurden Chemikalien des Reinheitsgrades p.a. von folgenden 
Firmen bezogen: Roth (Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen), Biorad (München), Duchefa 
Biochemie (Haarlem, Niederlande), Merck (Darmstadt). 
Zusätzlich wurden folgende spezielle Chemikalien verwendet: Gummi arabicum (Sigma, 
Taufkirchen), Chloralhydrat (Sigma, Taufkirchen), Coelenterazin (P.J.K. GmbH, 
Kleinblittersdorf), Dimethyl-Pimelinediimidat-Dihydrochlorid (DMP, Fisher Scientific, 
Nidderau), rec Protein A-Sepharose® 4B (Invitrogen, Karlsruhe). 
Andere Verbrauchsmaterialien waren PVDF-Membranen (Peqlab, Erlangen), Amicon® 




Taq DNA Polymerase 
Reverted Aid Reverse Transkriptase           
SYBR Green Mastermix                                
LR Clonase®    
Restriktionsenzyme  
                         
Endo Hf                                                        
Endo- α-N-Acetylgalactosamidase             




Ribo LockTM RNAse Inhibitor 
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth  
BioRad, München    
Invitrogen, Karlsruhe          
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth,  
New England Biolabs, Frankfurt a.M.  
New England Biolabs, Frankfurt a.M.  
New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
Karlan, Cottonwood, USA  
Karlan, Cottonwood, USA  
Sigma, Taufkirchen 
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
 
2.1.3 Molekulargewichtstandards für Nucleinsäuren und Proteine 
DNA: Gene RulerTM DNA Ladder Mix (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) 
Proteine: Precision PlusTM Standards, Dual Color (BioRad, München)  
               Wide Range, Molecular Weight 6,500 – 200,000 Da (Sigma, München) 
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2.1.4 Kits 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis  MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
Kit    
Gene JETTM Plasmid Mini Prep Kit      MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
High Fidelity PCR Mix MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
Qiaex II gel extraction Kit   Qiagen, Hilden  
RNeasy® Plant Mini Kit (50)   Qiagen, Hilden 
Omniscript® RT Kit (50)   Qiagen, Hilden 
Ace GlowTM Ultrasensitive 
Chemiluminescence Substrate    
Peqlab, Erlangen
pCR® 8/GW/TOPO® TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe 
GatewayTM LR ClonaseTM Enzyme Mix Invitrogen, Karlsruhe




Tab. 2.1: T-DNA spezifische Oligonucleotide





LB2_C (SAIL)  
LB3_C (SAIL)  
LP (pMAQ2) 










Tab.2.2: Gen-spezifische Oligonucleotide 
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Tab. 2.3: cDNA-spezifische Oligonucleotide 




















Tab. 2.4: cDNA-spezifische Oligonucleotide für real time PCR (Arabidopsis thaliana)  



































Tab. 2.5: cDNA-spezifische Oligonucleotide für real time PCR (Piriformospora indica)  









anti-H+ATPase-Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] 
anti-MATH1-Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] 
anti-MATH2-Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] 
anti-UGPase-Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] 
anti-VDAC1-Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] 
goat anti-(rabbit IgG), Peroxidase-gekoppelt [Sigma, München] 
goat anti-(rabbit IgG) Ig mit 10 nm Gold [British Biocell International, Cardiff, UK] 
Alexa®Fluor 488 [goat anti-[rabbit IgG), Invitrogen, Karlsruhe] 
 
2.1.7 Pflanzenmaterial  
WT: Arabidopsis thaliana (Col-0) 
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Tab. 2.9: Mutantenlinien,  * INRA – institute nationale de la recherche agriculture, ** NASC – Nottingham 
Arabidopsis Stock Centre 






















FLAG_465CO2  T-DNA line 
SALK_053238  T-DNA line 
SALK_000431  T-DNA line 
SALK_113251  T-DNA line 
SALK_007800  T-DNA line 
SAIL_450_B01  T-DNA line 
fast insertion mutant (γ rays) 
 








B. Ellis (University of British 






2.2.1 Behandlung der Pflanzen  
 
2.2.1.1 Wachstumsbedingungen von Pflanze und Pilz 
Arabidopsis-Samen wurden oberflächensterilisiert und auf MS-Medium (Murashige und 
Skoog, 1962) in 90 mm Petrischalen ausgelegt. Zur Vorkeimung wurden die Samen 2 d im 
Dunkeln und 4 °C inkubiert. Anschließend wurden sie unter Dauerlicht bei 100 µE/m²s und 
21 °C wachsen gelassen. 
P. indica wurde wie zuvor beschrieben (Varma et al., 1999) auf Aspergillus-Minimalmedium, 
modifiziert nach Pham et al. (2004), kultiviert. Für festes Medium wurde 1% Agar 
zugegeben.  
 
2.2.1.2 Isolation homozygoter k.o. Linien  
Zur Isolation homozygoter k.o.-Linien wurde DNA aus einem Pool von Pflanzen einer T-
DNA-Linie (Tab. 2.9) isoliert (Kapitel 2.2.2.1). In einer anschliessenden PCR wurde aus 
dieser DNA mit Hilfe von zwei verschiedenen Primer-Paaren nachgewiesen, welche der 
Pflanzen homozygot k.o., heterozygot oder WT in Bezug auf ein bestimmtes Gen sind. Ein 
Primerpaar bestand dabei aus beiden Gen-spezifischen Primern (Tab. 2.2), das andere 
Primerpaar aus einem Gen-spezifischen und einem T-DNA-spezifischen Primer (Tab. 2.1).  
Danach wurde aus den Pflanzen, die als homozygot k.o. identifiziert wurden, RNA isoliert, in 
cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.2.2.2) und in einer Reverse Transcription PCR mit Hilfe von 
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cDNA-spezifischen Primern (Tab. 2.3) untersucht, ob in diesen Pflanzen noch ein Transkript 
des inaktivierten Gens gebildet wird.  
 
2.2.1.3 Kreuzung 
Als Pollenrezipizient wurde eine Pflanze mit vielen, noch ungeöffneten Blüten gewählt. Die 
Blüten wurden unter dem Binokular emaskuliert, so dass nur noch das Karpel übrig blieb. Als 
Pollendonor wurden die Antheren einer reifen Blüte von einer zu kreuzenden Pflanze 
verwendet. Die Antheren wurden so am Karpel abgetupft, dass Pollen am Stempel hängen 
blieben. Die gekreuzte Blüte wurde markiert. Die restlichen Blüten der rezipitienten Pflanze 
wurden entfernt und die Pflanze anschließend unter Langtagbedingungen zur Reife gebracht.  
 
2.2.1.4 Embryoletalitätsnachweis 
Samen einer heterozygoten F1-Pflanze wurden zur Keimung gebracht und der Anteil 
gekeimter und nicht gekeimter Samen bestimmt. Die gekeimten Pflanzen wurden auf 
genomischer Ebene hinsichlich des Anteils heterozygoter Pflanzen und WT bestimmt (s. 
Kapitel 2.2.1.2).  
Um zu charakterisieren, in welchem Entwicklungsstadium die homozygoten k.o.-Samen 
beeinträchtigt sind, wurden die noch unreifen Samen in den Schoten einer heterozygoten 
Pflanze hinsichtlich eines auffälligen Phänotyps untersucht. Die Samen wurden in Hoyerscher 
Lösung (0,15 g Gummi arabicum (Sigma, Taufkirchen), 2 g Chloralhydrat, 0,1 ml Glycerin, 
0,6 ml H2O; Liu und Meinke, 1998) gebleicht und unter dem Lichtmikroskop (Axiovert 125, 
Zeiss, Jena) analysiert.  
 
2.2.1.5 Ko-Kultivierungsversuche und Bestimmung des Pflanzenwachstums 
9 Tage alte Arabidopsis-Keiminge wurden auf PNM-Medium (5 mM KNO3, 2 mM MgSO4, 2 
mM Ca(NO3)2, 38 µM Fe-EDTA, 70 µM H3BO3, 14 µM MnCl2, 0,5 µM CuSO4,  1 µM 
ZnSO4, 0,2 µM Na2MoO4, 10 µM NaCl, 0,01 µM CoCl2, 1,05 % Agar (Serva), 2,5 mM 
KH2PO4, pH 5.6) in 90 mm Petrischalen übertragen. Das Medium wurde zuvor mit einer 
Nylonmembran (Maschenweite 70 µm) belegt um zu verhindern, dass die Wurzeln in das 
Medium wachsen. Pro Petrischale wurde ein Arabidopsis-Keimling eingesetzt. Pilz-Pluques 
mit einem Durchmesser von etwa 5 mm wurden etwa 5 mm neben die Wurzelmitte überimpft. 
Nach 2, 4, 6, 8 und 10 Tagen wurde die Frischmasse gewogen und das Wurzelmaterial für 
nachfolgende Transkriptionsanalysen in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
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2.2.1.6 Analyse der Kolonisierung 
Für die direkte Sichtbarmachung von Pilzhyphen und Sporen wurden die Wurzeln ko-
kultivierter Pflanzen unter dem Fluoreszenzmikroskop (TCS SP5 konfokalen Laserscanning-
Microskop; Leica, Wetzlar) und unter dem Lichtmikroskop (Axiovert 125; Zeiss, Jena) 
analysiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Wurzeln dabei bei einer 
Wellenlänge von 488 nm angeregt und bei 500 – 550 nm detektiert. Für die Analyse unter 
dem Lichtmikroskop wurden die Sporen des Pilzes zuvor  mit Säurefuchsin gefärbt. Dazu 
wurde das kolonisierte Wurzelmaterial 5 min in 10 % KOH bei 90 °C entfärbt, in 
Leitungswasser gewaschen, 5 min in 0,01 % Säurefuchsin gefärbt wieder in Leitungswasser 
gewaschen.   
Zum indirekten Nachweis der Kolonisierung wurden die Wurzeln ko-kultivierter Pflanzen 8 
mal sehr kräftig in Leitungswasser gewaschen. Aus diesem Material wurde RNA isoliert und 
in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.2.2.2). In der anschliessenden real time PCR wurde der P. 
indica elongation factor 1 (Pitef1 (Tab. 2.5); Bütehorn et al., 2000) daraus amplifiziert 
(Kapitel 2.2.2.4) Als Referenzgen wurde GAPC verwendet (Tab. 2.4).  
 
2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.2.1 DNA-Isolation 
3-4 Blätter wurden in 500 µl Lysispuffer (7 M Harnstoff, 0,3 M NaCl, 5 mM Tris-HCl pH 
8,0, 1 % Lauroylsarcosin, 20 mM EDTA pH 8,0) homogenisiert und 5 min bei 37 °C 
inkubiert. 500 µl  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurden zugegeben. Danach 
wurden die Proben gevortext und 5 min bei RT und maximaler Geschwindigkeit in der 
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Tube übertragen und das 
gleiche Volumen Isopropanol zugegeben. Die DNA wurde 5 min bei RT gefällt und die 
Proben 5 min bei RT und maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 500 µl 80 % EtOH gewaschen. 
Anschließend wurden die Proben jeweils zentrifugiert und der EtOH quantitativ 
abgenommen. Das Präzipitat wurde getrocknet und in 50 µl aqua bidest gelöst.  
 
2.2.2.2 RNA-Isolation und cDNA-Synthese  
RNA wurde mit dem RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. cDNA wurde mit dem 
Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) aus der 
zuvor isolierten RNA umgeschrieben.   
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2.2.2.3 PCR-Protokol 
Für eine PCR-Reaktion wurden 4,55µl aqua bidest, 1 µl 10 x Puffer ((NH4)2SO4), 0,8 µl 
Primer 1 (5 µM), 0,8 µl Primer 2 (5 µM), 0,8 µl 2 mM dNTPs, 0,8 µl 20 mM MgCl2 , 0,25 µl 
Taq DNA Polymerase (MBI-Fermentas GmbH, St. Leon Rot) und 1 µl DNA 
zusammenpipettiert. Folgendes PCR-Programm wurde gestartet: 5 min 94°C, 30 sec 94°C, 30 
sec 56°C, 90 sec 72°C, 7 min 72°C, 30 Zyklen, ∞ 4°C.   
 
2.2.2.4 Real time PCR  
Real time PCR wurde mit dem iCycler iQ real time PCR detection sytem und der iCycler 
Software-Version 2.2 (Biorad, München) durchgeführt. Dazu wurde die Gesamt-mRNA aus 
mindestens drei unabhängigen Replikaten von Arabidopsis-Wurzeln, die in den Ko-
Kultivierungsexperimenten geerntet wurden, isoliert (Kapitel 2.2.2.2). Die Amplifikation mit 
dem SYBR Green Supermix (Biorad, München) erfolgte nach den Herstellerangaben in einem 
Endvolumen von 25 µl. Die entsprechenden Primerpaare sind in Tab. 2.4 aufgelistet. 
Folgendes PCR-Programm wurde verwendet: initiale Denaturierung 2 min 94 °C; 30 sec 94 
°C, 30 sec 57 °C, 40 sec 72 °C (40 Zyklen); finale Extension 10 min 72 °C. Es wurden jeweils 
Doppelproben amplifiziert. Die Zu- bzw. Abnahme der Induktion der Genexpression wurde 
als relative Zu- oder Abnahme bezogen auf GAPC als Referenzgen mit der delta-delta-Ct-
Methode berechnet.  
 
2.2.3 Ca2+-Messungen 
Transgene Arabidopsis–Pflanzen (Col 0), die das cytosolische Apoaequorin exprimierten, 
wurden für die Ca2+-Messungen verwendet (Knight et al., 1996). Die Pflanzen wurden 
vertikal auf Hoagland´s Medium mit 1% Agar für 14 Tage kultiviert. Für die Ca2+-Messungen 
wurden die Wurzeln abgeschnitten und über Nacht bei RT in 5 µM Coelenterazin (P.J.K. 
GmbH, Kleinblittersdorf) zur Rekonstitution des Apoaequorins inkubiert. Die 
Lumineszenzimpulse, die am darauffolgenden Tag während der Messung mit einem 
Mikroplatten-Luminometer erhalten wurden (Luminoscan Ascent, version 2.4, Thermo 
Fischer Scientific), wurden entsprechend der Berechnung von Rentel et al. (2004) berechnet.  
 
2.2.4 Herstellung eines Zellwandextrakts (ZWE) von P. indica 
Ein ZWE von P. indica wurde nach einem modifizierten Protokoll von Anderson-Prouty und 
Albersheim (1975) hergestellt. Das Mycel einer 14 Tage alten Flüssigkultur von P. indica 
wurde mit Mörser und Pistill in je 5 ml Wasser pro g Mycelium homogenisiert. Das 
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Homogenat wurde durch einen grobkörnigen Glastrichter gefiltert. Der Rest wurde dreimal 
mit Wasser, einmal mit Chloroform/MetOH (1:1) und einmal mit Aceton gewaschen. Die 
Präparation wurde zwei Stunden Luft-getrocknet und das pilzliche Zellwandmaterial 
eingedickt. Das Zellwandmaterial wurde in Wasser resuspendiert (1 g ZWE in 100 ml 
Wasser) und 20 min bei 121 °C autoklaviert. Durch das Autoklavieren wurde die aktive 
Fraktion freigesetzt. Die Suspension wurde 10 min bei 14000 g zentrifugiert, sterilfiltriert und 




2.2.5.1 Protoplastenisolation aus Arabidopsis-Blättern 
Arabidopsis-Blätter wurden in 2–5 mm grosse Stücke geschnitten und mit der Blattunterseite 
für mindestens 8 h in Enzymlösung (1 % Zellulase (Karlan, Deutschland), 0,26 % Macerozym 
(Karlan, Deutschland), 0,4 M Mannitol, 20 mM KCl, 20 mM MES pH 5,7, 10 mM CaCl2, 0,1 
% BSA) gelegt. Die Lösung wurde zusammen mit den restlichen Blattbestandteilen durch 
eine Nylonmembran (70 µm Maschenweite) gefiltert und 1–2 min bei 4 °C und 100 g 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in kalter W5-Lösung (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM 
KCl, 2 mM MES) resuspendiert und 1 min bei 100 g zentrifugiert. Das Pellet wurde 
wiederholt in kalter W5-Lösung resuspendiert und für mindestens 6 h auf Eis inkubiert. Die 
Probe wurde 1 min bei 100 g zentrifugiert  und in kalter MMg-Lösung (0,4 M Mannitol, 15 
mM MgCl2, 4 mM MES) resuspendiert.  
 
2.2.5.2 Protoplastenisolation aus Arabidopsis-Wurzeln 
Arabidopsis-Wurzeln wurden in 2–5 mm lange Stücke geschnitten und für 30 – 50 min bei 28 
°C in Enzymlösung (1,5 % (w/v) Zellulase, 0,1 % Pectolyase, 0,1 % BSA, 10 mM CaCl2, 10 
mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM MES/KOH, pH 6,0, 280 mOsM mit Sorbitol) vorsichtig 
geschwenkt (60 rpm). Die Lösung wurde zusammen mit den verbliebenen Wurzelstücken 
durch eine Nylonmembran (70 µm Maschenweite) gefiltert und 10 min bei 4 °C und 100 g 
zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in kaltem CaCl2-Puffer (1 mM CaCl2, 5 mM MES, 
280 mOsM mit Sorbitol, pH 6,0) resuspendiert. Zentrifugation und Resuspendieren wurden 
noch einmal wiederholt.  
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2.2.6 Proteinbiochemische Methoden 
                                                     
2.2.6.1 Gesamtproteinisolation 
Die Wurzeln von 2 - 4 Wochen-alten Arabidopsis–Pflanzen wurden in flüssigem Stickstoff 
gemörsert und in 2xProteinextraktionspuffer (120 mM Tris-HCl pH 6,8, 4 % SDS, 30 % 
Saccharose, 40 mM DTT, 1 mM PMSF ) aufgenommen. Die Proben wurden gekühlt, 
Ultraschall-behandelt, 5 min bei 75 °C erhitzt und kurz bei 10000 g abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Tube übertragen und die Proteinkonzentration mit dem RC/DC 
Protein Assay Kit (Biorad, München) bestimmt.  
 
2.2.6.2 Zellfraktionierung  
Arabidopsis WT-Pflanzen wurden unter sterilen Bedingungen in 90 mm Petrischalen auf MS-
Medium (Murashige and Skoog, 1962) angezogen.  Nach 3–4 Wochen wurden die Pflanzen 
geerntet und die Sprosse von den Wurzeln getrennt. Beides wurde separat voneinander in 
einem Waring Blender in Homogenisierungspuffer (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 330 mM 
Sorbitol, 10 mM KCl, 1 mM MgCl2, 3 mM EDTA, 1,5 mM DTT, 1 mM PMSF) 
homogenisiert. Die Suspensionen wurden durch eine Nylonmembran (Maschenweite 70 µm) 
gefiltert und 20 min bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert (Sorvall SS34). Die Pellets wurden in 
2xProteinextraktionspuffer (120 mM Tris-HCl pH 6,8, 4 % SDS, 30 % Saccharose, 40 mM 
DTT, 1 mM PMSF) resuspendiert und als “Organellenfraktion” bezeichnet. Die Überstände 
wurden 4 h bei 4°C und 100000 g zentrifugiert (Beckman Ti). Die Pellets wurden in K-Pi-
Puffer (330 mM Saccharose, 3 mM KCl, 5 mM K-Pi pH 7,8) resuspendiert und als 
“Mikrosomenfraktion” bezeichnet. Der verbleibende Überstand wurde als “cytosolische 
Fraktion” bezeichnet. Alle erhaltenen Fraktionen wurden bei -20 °C aufbewahrt.   
 
2.2.6.3 Isolation von Plasmamembranen 
Plasmamembranen wurden aus zuvor isolierten Mikrosomenfraktionen (Kapitel 2.2.6.2) 
isoliert. Dazu wurden die bei -20 °C aufbewahrten Mikrosomenfraktionen (Kapitel 2.2.6.2) 
aus mehreren Isolationen vereint und mittels 2-Phasen-Trennung daraus die 
Plasmamembranen isoliert. Bei dieser Methode werden die verschiedenen Zellmembranen 
aufgrund ihrer Oberflächeneigenschaften durch zwei Polymere, Polyethylenglykol (PEG) und 
Dextran (Dx), zu denen sie unterschiedliche Affinitäten besitzen, voneinander getrennt. Dazu 
wurden mehrere 6,4 % ige 2-Phasen-Systeme (11,52 g 20 % (w/w) Dextran T-500; 5,76 g 40 
% PEG 3350; 5,94 ml 43 % (w/w) Saccharose; 0,675 ml 0,2 M KPi pH 7,8; 0,041 ml KCl; 
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mit aqua dest auf 27 g) hergestellt. Auf diese 2-Phasen-Systeme wurden jeweils 9 g der 
Mikrosomenpräparation in K-Pi-Puffer gegeben, die Proben sofort 25 x invertiert und 
anschließend 10 min bei 4 °C und 1500 g zentrifugiert (Sorvall, HB-6). Danach bildeten sich 
zwei Phasen, eine obere PEG-haltige und eine untere Dx-haltige. Die obere PEG-Phase wurde 
quantitativ abgenommen und erneut auf ein vorbereitetes 2-Phasen-System gegeben. Die 
Proben wurden wieder invertiert und zentrifugiert. Nach zwei oder drei Phasentrennungen 
sollten nahezu alle Plasmamembranen in der oberen PEG-Phase sein. Die Plasmamembranen 
in der PEG-Phase wurden 1 h bei 4 °C zentrifugiert (Beckman Ti) und in TED-Puffer (50 mM 
Tris-HCl pH 8,0, 3 mM EDTA, 1 mM DTT) resuspendiert. Zur Auflösung der Membranen 
wurde Triton X-100 zu einer Endkonzentration von 1 %  zugegeben und die Proben 30 min 
auf Eis inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem RC/DC Protein Assay Kit (Biorad, 
München) bestimmt. Die Proben wurden anschließend bei -20 °C eingefroren.  
 
2.2.6.4 Herstellung von Antikörpern gegen MATH1 und MATH2 
Antikörper wurden gegen synthetische Peptide, deren Sequenzen mit denen jeweils einer 
MATH-Domäne aus MATH1 und MATH2 entsprachen, in Kaninchen hergestellt. Die 
Peptidsequenzen waren (NH2-) CPIDTFKDPTKGYL (-CONH2) für MATH1 und (NH2-) 
CPQELLKAKPYDKV (-CONH2) für MATH2. Pro Antikörperherstellung wurden zwei 
Kaninchen verwendet. Die Kaninchen wurden dreimal (MATH2) bzw. viermal (MATH1) 
immunisiert und die Seren mittels Western blot getestet.  
 
2.2.6.5 Peptide Competition Assay 
Auf eine hydrophhobe PVDF-Membran wurde der Gesamtproteinextrakt von Arabidopsis 
über eine sehr breite Spur geblottet und diese Spur nach dem Blocken in drei Streifen 
geschnitten. Diese Membanstreifen sollten im Nachhinein mit Antikörpern markiert werden, 
die zuvor mit untschiedlichen Mengen an überschüssigem Peptid (50-fach, 100-fach bzw. 
kein Peptid als Negativkontrolle) inkubiert werden sollten, gegen die sie hergestellt wurden. 
Die entsprechenden Peptidmengen wurden wie folgt berechnet:  
 
µl Peptid / Blot = 
mol AK * Verhältnis Peptid:AK * MW Peptid




mol AK = 
IgG-Konzentration * 100000
MW1/2 AK * (AK-Verdünnung * Lösungsvolumen * 1000)(2)
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MW ½ AK = 75000 g/mol; IgG-Konzentration = 10mg/ml; Lösungsvolumen (1xTBST mit 2% Milch) = 10 ml; 
AK-Verdünnung = 1:1000; Verhältnis Peptid:AK = 0, 50 und 100; Peptidkonzentration = 2 mg/ml 
 
Die Pepide wurden in aqua bidest zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml gelöst und die 
entsprechenden Volumen mit 1:500 verdünntem anti-MATH1 AK [goat anti-(rabbit IgG), 
Agrisera, Schweden) bzw. 1:500 verdünntem anti-MATH2 AK [goat anti-(rabbit IgG), 
Agrisera, Schweden) 2 h bei RT in 1xTBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, 
pH 7,5) unter vorsichtigem Schütteln inkubiert. Die Lösungen wurden danach 1:1 mit 
1xTBST verdünnt. 2% Milch wurden zugegeben, die Peptid-AK-Lösungen auf die zuvor 
vorbereiteten Membranstreifen gegeben und die Signale detektiert.  
 
2.2.6.6 Western blot  
 
10 % Trenngel Sammelgel 
16,7 ml Acrylamid 
18,80 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 
13,92 ml aqua bidest 
250 µl 20 % SDS 
300 µl 10 % APS 
30 µl TEMED 
3,75 ml Acrylamid 
2,5 ml 0,3 M Tris-HCl pH 6,8 
13,52 ml aqua bidest 
100 µl 20 % SDS 
120 µl 10 % APS 
12 µl TEMED 
 
10 – 100  µg Protein wurden auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen und getrennt. Die 
Proteine im Gel wurden semi-dry auf eine hydrophobe PVDF-Membran (Peqlab, Erlangen) 
geblottet und die Membran anschliessend 1 h bei RT in 1xTBST mit 2 % Milch geblockt. Der 
erste AK wurde über Nacht bei 4 °C in 1xTBST mit 2 % Milch inkubiert. Die Membran 
wurde dreimal in 1xTBST gewaschen und mit dem zweiten AK 1 h bei RT in 1xTBST mit 2 
% Milch markiert. Die Membran wurde zweimal in 1xTBST und einmal in 1xTBS 
gewaschen. Die Signale wurden anschliessend detektiert (Für ECL: 2,5 mM Luminol, 0,4 mM 
p-Cumarinsäure, 50 mM H2O2, 100 mM Tris-HCl pH 8,5).  
 
2.2.6.7 Endoglykosidaseverdau 
Proteine wurden aus Arabidopsis-Wurzeln isoliert (Kapitel 2.2.7.2) und mit 
Endoglykosidasen behandelt, um Zuckerketten von Glycoproteinen zu entfernen. Zur 
Entfernung von N-gebundenen Zuckerresten wurden die Proteine dabei mit Endo Hf (New 
England Biolabs, Frankfurt a.M.) entsprechend der Herstelleranleitung verdaut. Zur 
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Entfernung von O-gebundenen Zuckerresten wurden die Proteine mit Endo-α-N-
acetylgalactosamidase (New England Biolabs, Frankfurt a.M.), die mit Neuraminidase (New 
England Biolabs, Frankfurt a.M.) kombiniert wurde, entsprechend der Herstelleranleitung 
verdaut. Im Anschluss wurde ein Western blot durchgeführt (Kapitel 2.2.7.6).   
 
2.2.6.8 Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie    
Isolierte Protoplasten (Kapitel 2.2.5.1 und 2.2.5.2) wurden zwischen 0,1 mm dicke 
Kupferprofile eingebettet und innerhalb von Millisekunden durch Eintauchen in flüssiges 
Propan, das durch flüssigen Stickstoff gekühlt wurde, eingeforen. Die Proben wurden in einer 
BAT400T Gefriebrucheinheit (BAL-TEC, Liechtenstein) bei – 150 °C fraktioniert. Von 
diesen Fraktionen wurden Replikate hergestellt, indem die Proben mit einer 2-2,5 nm Pt/C-
Schicht in einem Winkel von 35 ° beschattet und anschliessend mit einer Kohlenstoff-Schicht 
(~20 nm) rechtwinklig bedampft wurden. Die Dicke der Platin-Schicht wurde durch einen 
Dünnschicht-Quarzkristall-Monitor kontrolliert, die Dicke der Kohlenstoff-Schicht wurde 
optisch kontrolliert.  
Anschliessend wurden die Replikate 16-20 h mit Aufschluss-Lösung (10 mM Tris-HCl pH 
8,3, 2,5 % (w/v) SDS, 30 mM Saccharose) behandelt, um verbliebene Zellbestandteile zu 
entfernen (Fujimoto, 1995). Die Replikate wurden dann viermal in NaCl/Pi (75 mM NaCl, 
12,5 mM NaH2PO4, 67 mM Na2HPO4, pH 7,2) gewaschen und 30 min in Tropfen aus 1 % 
BSA in NaCl/Pi geblockt. Zur Markierung mit dem ersten Antikörper wurden die Replikate 
zuerst auf Tropfen aus 0,1 % BSA in NaCl/Pi und dann auf Tropfen aus 0,5 % BSA in 
NaCl/Pi mit 1:50 verdünntem anti-MATH1 Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, 
Schweden] bzw. mit 1:50 verdünntem anti-MATH2 Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, 
Schweden] platziert und 1 h bei RT inkubiert. Die Proben wurden viermal in NaCl/Pi  
gewaschen und 1 h bei RT mit dem 1:50 verdünnten Gold-konjugierten zweiten Antikörper 
[goat anti-(rabbit IgG) Ig mit 10 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK] in 
NaCl/Pi mit 0,5 % BSA markiert. Die Replikate wurden mehrfach in NaCl/Pi gewaschen, 10  
min bei RT in 0,5 % (w/v) Glutaraldehyd in NaCl/Pi fixiert, mehrfach mit destilliertem 
Wasser gespült, auf Formvar-bedeckte Gitter montiert und unter einem EM 902 
Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) analysiert.  
 
2.2.6.9 Fluoreszenzmikroskopie 
Arabidopsis-Wurzeln sowie Protoplasten aus Blättern und Wurzeln wurden nach Antikörper-
Markierung (gegen MATH1 und MATH2) unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. 
      Material und Methoden   
 28
Arabidopsis-Protoplasten wurden wie zuvor beschrieben isoliert (Kapitel 2.2.5.1 und 2.2.5.2). 
Arabidopsis-Wurzeln wurden 1-2 h in Enzymlösung (1,5 % (w/v) Zellulase, 0,1 % 
Pectolyase, 0,1 % BSA, 10 mM CaCl2, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM MES/KOH, pH 6,0, 
280 mOsM mit Sorbitol) präinkubiert, um die Zellwand durchlässig für die Antikörper zu 
machen, und anschliessend in CaCl2-Puffer (1 mM CaCl2, 5 mM MES, 280 mOsM mit 
Sorbitol, pH 6,0) gewaschen.  
Während der darauffolgenden Antikörper-Markierung wurden die Wurzeln sowie auch die 
Wurzelprotoplasten immer in CaCl2-Puffer, die Blattprotoplasten immer in MMg-Lösung (0,4 
M Mannitol, 15 mM MgCl2, 4 mM MES) behandelt.  
Die Proben wurden zuerst 1 h bei RT in 2 % Milch geblockt und über Nacht bei 4 °C in 2 % 
Milch mit dem 1:1000 verdünnten primären anti-MATH1 Antikörper [anti-(rabbit IgG), 
Agrisera, Schweden] bzw. mit dem 1:500 verdünnten primären anti-MATH2 Antikörper 
[anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] markiert. Die Proben wurden dreimal 5 min 
gewaschen und 1 h bei RT mit dem zweiten, Fluoreszenz-gekoppeltenAntikörper 
(Alexa®Fluor 488 [goat anti-(rabbit IgG), Invitrogen, Karlsruhe] in 2 % Milch markiert. Die 
Proben wurden gewaschen und unter dem TCS SP5 konfokalen Laserscanning-Mikroskop 
(Leica, Wetzlar) analysiert. Dabei wurde für die Wurzeln das HCX PL APO CS 20x0x0.70 
DRY UV-Objektiv verwendet und die Wurzeln bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt 
und bei einer Wellenlänge von 500 – 625 nm detektiert. Für die Protoplasten wurde das HCX 
PL APO lambda blue 63.0x140 OIL UV-Objektiv verwendet. Angeregt wurden die Proben 
ebenfalls bei 488 nm und das Fluoreszenzsignal des Antikörpers bei 500 – 550 nm (grüner 
Kanal) detektiert. Die Autofluoreszenz der Blattprotoplasten (Chlorophyll) wurde bei 600 – 
765 nm (roter Kanal) aufgenommen.  
 
 




3.1 Isolation homozygoter k.o.-Linien und Mutantencharakterisierung  
In der FLAG_465CO2 T-DNA-Linie wurde nach homozygoten k.o.-Pflanzen für MATH1 
gesucht. Von insgesamt 318 Samen sind 266 (74,21 %) gekeimt. Die Pflanzen waren 
entweder WT-Pflanzen oder heterozygot. Homozygote k.o.-Pflanzen haben sich unter den 
gekeimten Pflanzen nicht befunden. Entsprechend Mendels Spaltungsgesetz liess das 
vermuten, dass eine homozygote Mutation von MATH1 embryoletal ist. Somit konnte die 
Rolle von MATH1 in Arabidopsis in der Interaktion mit P. indica mittels homozygoter k.o.-
Pflanzen nicht untersucht werden.  
Die nicht-gekeimten Samen wurden in Hoyerscher Lösung gebleicht, um sie unter dem 
Lichtmikroskop zu analysieren. In diesen Samen konnten entweder reife Embryos, 
degenerierte Anlagen oder leere Samenhüllen gefunden werden (Abb 3.1). Im Gegensatz dazu 
konnte während der Analyse der noch unreifen Samen, die sich noch in den Schoten 
befanden, kein auffälliger Phänotyp gefunden werden. Das liess vermuten, dass homozygote 
MATH1-Embryos zwar reife Samen bilden, aber nicht mehr keimen können.  
 
 
Für MATH2 und MATH3 konnten homozygote k.o.-Pflanzen erhalten werden. Dies wurde 
zuerst auf genomischer Ebene untersucht und anschliessend auf Transkriptebene mittles RT-
PCR bestätigt (Abb. 3.2). Zusätzlich konnte für die MATH2 k.o.-Linie gezeigt werden, dass 
das MATH2-Protein sich in einem Western blot nicht mehr nachweisen lässt (Abb. 3.3). Der 








Abb. 3.2: Nachweis von MATH2- bzw. 
MATH3- Transkripten in MATH2 und 
MATH3 k.o.-Pflanzen und WT mittels RT-
PCR. MATH2 konnte im WT, aber nicht in der 
MATH2 k.o.-Mutante amplifiziert werden. 
MATH3 konnte im WT, aber nicht in der MATH3 
k.o.-Mutante amplifiziert werden. Actin2 (ACT2) 
diente in beiden Linien als Positivkontrolle.  
 
Abb.3.1: Nicht gekeimte Samen 
der MATH1 k.o. Linie. Die 
Samen wurden mit Hoyerscher 
Lösung gebleicht und unter dem 
Lichtmikroskop analysiert.   
reifer Embryo leere Samenhülle degenerierte Strukturen 
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Abb. 3.3: Western blot mit Antikörper gegen MATH2 im WT und in der 
MATH2 k.o.-Mutante MATH2 konnte im WT aber nicht in der MATH2 k.o.-
Linie nachgewiesen werden. 
 
Phänotypisch zeigten beide Mutanten bei 2 – 3 Wochen alten Keimlingen ein signifikant 
höheres Verhältnis der Biomasse Spross:Wurzel als der WT (t-Test, p < 0,001 bei MATH2 







































Abb. 3.4: Biomasseverhältnis Spross:Wurzel im WT im Vergleich 
zur MATH2 und MATH3 k.o.-Linie. Dargestellt sind die Mittelwerte 
von 56 (WT), 12 (MATH2) und 5 (MATH3) Messungen. Während einer 
Messung sind je 3-10 Pflanzen gewogen worden. Die Balken 
repräsentieren den Standardfehler. Die Mutanten unterscheiden sich 
signifikant vom WT (t-Test, * p < 0,05, *** p < 0,001). 
 
Homozygote MATH2- und MATH3-k.o.-Pflanzen wurden gekreuzt, um eine Doppel-k.o.-
Mutante herzustellen. In der F2-Generation sind 50 % der Samen gekeimt. Die Pflanzen 
waren entweder homozygot für nur ein Merkmal, heterozygot für nur ein Merkmal, 
heterozygot für beide Merkmale oder hatten einen WT-Genotyp. Doppel-k.o.-Mutanten oder 
Mutanten, die homozygot für ein Merkmal und heterozygot für das andere Merkmal waren, 
waren nicht dabei (Tab. 3.1). Das liess vermuten, dass Mutanten der letzten beiden Genotypen 
embryoletal sein könnten. Dabei scheint es unerheblich zu sein, welche der beiden Merkmale 
dabei heterozygot bzw. homozygot sind.  
 
Tab. 3.1: Genotypische Verteilung der gekeimten F2-Pflanzen der MATH2 k.o. x MATH3 k.o. gekreuzten Linie. 





































Häufigkeit 1,29 % 3,58 % 9,59 % 13,67 % 11,58 % 60,38 % - - - 
 
Die nicht gekeimten Samen wurden wieder gebleicht und unter dem Lichtmikroskop 
analysiert (Abb. 3.5). Der Phänotyp dieser Samen war ähnlich dem der MATH1 k.o.-Mutante. 
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Es konnten wieder Embryosrukturen mit zwei Kotyledonen und einem Hypokotyl erkannt 
werden, die diesmal jedoch trocken und farblos aussahen. Offensichtlich kann kein reifer 
Embryo angelegt werden.  
 
 
Abb. 3.5: Nicht gekeimte Samen der F2-Generation der MATH2 k.o. x MATH3 k.o.-
Kreuzung. Die Samen wurden in Hoyerscher Lösung gebleicht und unter dem 
Lichtmikroskop analysiert. Die Embryos liessen eine normale Grundstruktur mit zwei 
Kotyledonen und einer Achse erkennen, sahen jedoch trocken und farblos aus. 
 
Für PDK1 gibt es zwei homologe Gene im Arabidopsis-Genom, PDK1.1 und PDK1.2., mit 
einer Sequenzhomologie von 92 % auf genomischer Ebene. Für beide Gene konnten 
homozygote k.o.-Pflanzen erhalten werden, die keinen Phänotyp zeigten. Für PDK1.1 standen 
dabei 2 T-DNA-Linien zur Verfügung, so dass zwei verschiedene k.o.-Linien hergestellt 
werden konnten (PDK1.1a und PDK1.1b). Die PDK1.1 und PDK1.2 k.o.-Linien wurden 








Abb. 3.6: Nachweis von PDK1.1- und PDK1.2- Transkripten im 
WT und den verschiedenen k.o.-Linien für PDK1 mittels RT-
PCR. PDK1.1 wurde im WT und in der PDK1.2 k.o.-Linie, aber 
nicht in den PDK1.1 k.o.-Linien und der PDK1.1xPDK1.2 Doppel-
k.o.-Linie amplifiziert. PDK1.2 wurde im WT und in den PDK1.1 
k.o.-Linien, aber nicht in der PDK1.2 k.o.-Linie und der 
PDK1.1xPDK1.2 Doppel-k.o.-Linie amplifiziert. Actin2 (ACT2) 
diente in allen Linien als Positivkontrolle. 
 
Im Gegensatz zu den beiden singulären k-.o.-Linien zeigte die PDK1 Doppel-k.o. (d.k.o.)–
Mutante einen phänotypischen Unterschied zum WT. Während verschiedener 
Entwicklungsstadien konnte ein signifikant verringertes Wachstum festgestellt werden. Das 



















Abb. 3.7 a: Phänotyp der PDK1 d.k.o.-Mutante im Vergleich zum WT. A) relative Schotenlänge. B) Grösse 
noch unreifer Samen. C) 4 Wochen alte Keimlinge auf Erde. D) reife Pflanze. 
 
 
Abb. 3.7 b: Numerischer Unterschied von PDK1 d.k.o-Pflanzen im Pflanzenwachstum während 
verschiedener Entwicklungsstadien im Vergleich zum WT. Dargestellt sind die Mittelwerte von 10 – 20 
Pflanzenteilen verschiedener Pflanzen (A und B) bzw. Einzelmessungen (C und D). Die Balken repräsentieren 
den Standardfehler. Das Wachstum der Mutante unterscheidet sich signifikant vom WT (t-Test, *** p < 0,001, 
** p < 0,01). 
 
Die MAPK6 k.o.-Linie wurde von Dr. Lee (IPB, Halle) zur Verfügung gestellt und ist bereits 
beschrieben. Im Verlauf der Arbeit ist jedoch ein noch nicht beschriebenes Merkmal dieser 
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Spross:Wurzel ist bei dieser Mutante um 25,1 % kleiner (2,6 + 0,16) als beim WT (3,47 + 








Abb. 3.8: Biomasseverhältnis Spross:Wurzel im WT und der MAPK6 
k.o.-Linie. Dargestellt sind die Mittelwerte von 56 (WT) bzw. 21 (MAPK6) 
Pflanzen. Die Balken repräsentieren den Standardfehler. Die Mutante 
unterscheidet sich signifikant vom WT (t-Test, *** p < 0,001). 
 
3.2 Ko-Kultivierungsversuche 
Neun Tage alte WT- als auch Mutanten-Keimlinge von Arabidopsis wurden mit P. indica auf 
Phosphatmangelmedium ko-kultiviert. Dabei wurde jeweils eine Pflanze, entweder WT oder 
Mutante, auf eine Petrischale gesetzt und der Pilz auf diese Platte überimpft. Parallel dazu 







Abb. 3.9: Arabidopsis-Pflanzen ohne (links) und mit (rechts) P. indica  
 
Pro Versuch wurden immer Mutanten- und WT-Pflanzen parallel angezogen und getestet. Die 
Ko-Kultivierung wurde über einen Zeitraum von 10 Tagen durchgeführt. Um den Zeitverlauf 
der Interaktion zu untersuchen, wurden während der Zeit der Ko-Kultivierung regelmässig, 
d.h. alle zwei Tage, Proben genommen und die Biomasse (Spross und Wurzel separat) 
bestimmt. Dabei wurden zu jedem Zeitpunkt und für jede Linie immer 10 Pflanzen mit und 10 
Pflanzen ohne Pilz gewogen und daraus die Mittelwerte berechnet.  
Eine Biomassezunahme war sowohl in den Sprossen als auch in den Wurzeln zu erkennen. In 
den folgenden Graphiken ist immer die Wurzelbiomasse angegeben, da vor allem die Wurzeln 
für weitere Untersuchungen in Betracht gezogen wurden.  
 
3.2.1 Wachstumsantworten des WT bei Ko-Kultivierung mit P. indica 
Im WT macht sich ein Wachstums-fördernder Effekt ab 4 Tagen nach Start der Ko-
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Tagen erreicht das Pflanzenwachstum ein Plateau (Abb. 3.10). Eine weitere 
Biomassezunahme ist vermutlich durch die Kultivierung in den Petrischalen limitiert.  
Das Spross:Wurzel-Biomasseverhältnis liegt im verwendeten System zwischen 3,3 und 3,5. 
Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass dieses Verhältnis 4 Tage nach Inokulation 
bei den Pflanzen mit Pilz transient um etwa 25 % signifikant kleiner ist als bei Pflanzen ohne 
Pilz (t-Test, p < 0,05; Abb. 3.11). Zu den darauffolgenden Zeitpunkten war das Verhältnis 
Spross:Wurzel zwischen Pflanzen mit und ohne Pilz gleich. Das bedeutet, dass der Anteil der 
Wurzel relativ zum Spross durch den Pilz 4 Tage nach Inokulation transient höher ist als im 
Vergleich zur Kontrolle (Pflanzen ohne Pilz) und sich die Verschiebung dieses Verhältnisses 







Abb. 3.10: Ko-Kultivierung von Arabidopsis WT-
Keimlingen mit P. indica auf Phosphat-
Mangelmedium in Petrischalen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Biomassezunahme in den Wurzeln 
von 13 unabhängigen Versuchen. Die Balken 





Abb. 3.11: Biomasseverhältnis Spross:Wurzel beim WT 4 Tage nach 
Inokulation mit P. indica im Vergleich zur Kontrolle (ohne Pilz).  
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6 unabhängigen Versuchen. Die Balken 
repräsentieren den Standardfehler. Die Werte der Pflanzen mit Pilz 
unterscheiden sich dabei signifikant von den Werten der Pflanzen ohne Pilz 
(t-Test, * p < 0,05). 
 
Somit können anhand der Daten dieser Arbeit für den untersuchten Zeitraum der Interaktion 
zwischen Arabidopsis und P. indica in diesem experimentellen System drei Phasen 
unterschieden werden, die durch die beschriebenen Veränderungen im Wachstumsverhalten 
der Pflanzen voneinander abgegrenzt werden:  
1) Sobald Pflanze und Pilz ko-kultiviert werden, müssen sie zunächst Signale aussenden 
und sich erkennen. Diese Phase wurde deshalb als Erkennungsphase bezeichnet. Sie 
wird zeitlich durch die Verschiebung des Biomasseverhältnisses Spross:Wurzel 4 
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2) Durch die Verschiebung des Biomasseverhältnisses Spross:Wurzel 4 Tage nach 
Inokulation kann davon ausgegangen werden, dass zu diesem Zeitpunkt der 
eigentliche Start der Etablierung der symbiotischen Interaktion einsetzt. In der 
darauffolgenden Zeit bis 8 Tage nach Inokulation steigt die Wachstumszunahme durch 
den Pilz stetig. Diese Phase wurde deshalb als Etablierungsphase bezeichnet.  
3) In der darauffolgenden Phase (ab 8 Tagen) findet keine weitere Biomassezunahme und 
folglich keine Wachstumsförderung durch den Pilz mehr statt. Diese Phase wurde 
deshalb als eigentliche Interaktionsphase dieser Symbiose bezeichnet.  
Die Unterteilung dieser drei Phasen beruht somit auf den Veränderungen der Biomasse als 
Parameter für die Reaktion der Pflanze auf den Pilz. 
 
Obwohl P. indica als mutualistischer Pilz für Arabidopsis beschrieben wurde (Varma et al., 
1999; Varma et al., 2001; Singh et al., 2003; Peškan-Berghöfer et al., 2004), resultierten beim 
WT nicht alle Ko-Kultivierungsversuche in einer erhöhten Biomasseproduktion. Bei einigen 
Versuchen gab es keinen Unterschied zwischen Pflanzen, die mit dem Pilz ko-kultiviert 
wurden und Pflanzen, die in Abwesenheit des Pilzes gewachsen sind (Abb. 3.12 A). In 
anderen Fällen schien der Pilz das Wachstum der Pflanzen sogar zu inhibieren (Abb. 3.12 B). 
Die Versuche wurden immer identisch durchgeführt. Somit können diese unterschiedlichen 





Abb. 3.12: Ko-Kultivierung von Arabidopsis-WT-Keimlingen mit P. indica, wenn die Pflanzen (A) keine 
Wachstumsantwort zeigten oder (B) der Pilz das Wachstum inhibierte. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
9 (A) bzw. 3 (B) unabhängigen Versuchen. Die Balken repräsentieren den Standardfehler. 
 
Insgesamt resultierten 55,6 % der durchgeführten Ko-Kultivierungsversuche beim WT in 
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mehr auf den Pilz und bei 11,1 % der Versuche war eine Wachstumsinhibition zu beobachten 
(Abb. 3.13).  
 
3.2.2 Wachstumsantworten der Mutanten während der Ko-Kultivierung mit P. indica 
 
Reaktionen der Mutanten bei Wachstumsförderung im WT 
Der Fokus dieser Arbeit bezog sich auf die mutualistische Interaktion zwischen Arabidopsis 
und P. indica, bei der das Wachstum der Pflanzen (WT) durch den Pilz gefördert wird. Daher 
werden im Folgenden die Reaktionen der k.o.-Linien MATH2, MATH3, PDK1.1a, PDK1.1b, 
PDK1.2, PDK1 (d.k.o.), MAPK3 und MAPK6 auf den Pilz gezeigt (Abb. 3.14), bei denen der 
WT parallel dazu eine gesteigerte Wachtumsrate zeigte.  
In der Bilanz reagierte die MATH2 k.o.-Linie nicht mehr auf den Pilz. Bei der genauen 
Betrachtung der einzelnen Kinetiken konnte jedoch beobachtet werden, dass die MATH2 k.o.-
Linie vor allem dann nicht auf den Pilz reagierte, wenn der Wachstums-fördernde Effekt beim 
WT stark war. Wenn die Wachstumsförderung beim WT dagegen eher schwach war, haben 
die MATH2 k.o.-Pflanzen genauso wie der WT mit leichter Wachstumssteigerung reagiert.  
Die MATH3 k.o.-Linie reagierte nicht mehr auf den Pilz bei einer positiven 
Wachstumsförderung beim WT.  
Die singulären k.o. Linien für PDK1, PDK1.1a, PDK1.1b, und PDK1.2, reagierten genauso 
wie der WT mit Wachstumsförderung. Die PDK1 d.k.o.-Linie reagierte im Durchschnitt 
ebenfalls auf den Pilz und zeigte keinen Unterschied zum WT. In den einzelnen Ko-
Kultivierungsversuchen konnte jedoch bei der d.k.o.-Mutante beobachtet werden, dass die 
Mutante im Vergleich zum WT eine grössere Variation in ihrer Antwort zeigte – entweder 








Abb. 3.13: Häufigkeitsverteilung der Ergebnisse 
aus  den Ko-Kultivierungsexperimenten beim WT 
in % unterteilt in Wachstumsförderung, keine 















Abb. 3.14: Wachstumsantworten der k.o.-Linien während der Ko-Kultivierung mit P. indica auf 
Phosphatmangelmedium in Petrischalen, wenn der Pilz parallel dazu beim WT Wachstumssteigerung 
hervorrief. Dargestellt sind die Mittelwerte der Biomassezunahme in den Wurzeln von 4 (MATH2, PDK1, 
MAPK6), 3 (MATH3, PDK1.1a, PDK1.1b), 5 (PDK1.2) und 2 (MAPK3) unabhängigen Versuchen. Die 
Balken repräsentieren den Standardfehler. 
  
Es stellte sich heraus, dass die PDK1 d.k.o.-Mutante stärker als der WT reagierte, wenn der 
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WT unter diesem Wert lag, reagierte die Mutante weniger als der WT oder gar nicht, wenn 
der WT selbst mit weniger als 80 % Wachstumsförderung reagierte. 
Bei der MAPK3 k.o.-Linie konnte eine verzögerte Biomassezunahme im Vergleich zum WT 
beobachtet werden. Die MAPK6 k.o.-Linie reagierte dagegen gar nicht mehr. Bei der MAPK6 
k.o.-Linie fällt darüberhinaus auf, dass die Wurzelbiomasse relativ hoch ist, was vermutlich 
auf den Phänotyp dieser Mutante zurückzuführen ist (Kapitel 3.1.3). Obwohl diese Mutante 
nicht mehr auf den Pilz reagierte, verschob sich das transiente Verhältnis der Biomasse 
Spross:Wurzel 4 Tage nach Inokulation sogar stärker als beim WT (Abb. 3.15), was 






Abb. 3.15: Biomasseverhältnis Spross:Wurzel bei der MAPK6 k.o.-
Mutante 4 Tage nach Inokulation mit P. indica im Vergleich zur 
Kontrolle (ohne Pilz).  Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 
unabhängigen Versuchen. Die Balken repräsentieren den Standardfehler. 
Die Werte der Pflanzen mit Pilz unterscheiden sich dabei signifikant von 
den Werten der Pflanzen ohne Pilz (t-Test, *** p < 0,001). 
 
Zusätzlich sollte der k.o.-Effekt der MAPK3 und MAPK6 k.o.-Linie komplementiert werden. 
Damit sollte untersucht werden, ob der Unterschied zum WT in der Antwort auf den Pilz 
spezifisch für die Interaktion ist oder ob der Effekt unspezifisch ist und durch die 
Inaktivierung des betreffenden Gens verursacht wurde, der zu einer geringeren 
Pflanzenfitness führen könnte. Dazu wurden je zwei komplementierte (tap-getaggte) Linien 
für die MAPK3 und MAPK6 k.o.-Linie von Dr. Lee (IPB, Halle) zur Verfügung gestellt. Es 
zeigte sich, dass keine der beiden komplementierten Linien für MAPK3 den k.o.-Effekt 
aufheben konnte und eine frühere Wachstumsförderung durch den Pilz zeigte (Abb. Anhang 
5). Bei der verzögerten Reaktion dieser Mutante auf den Pilz handelt es sich folglich um einen 
unspezifischen Effekt. Im Gegensatz dazu konnte eine der beiden tap-getaggten Linien für 
MAPK6 den Effekt der Inaktivierung des Gens komplementieren und reagierte mit einer 
leichten Wachstumsförderung (Abb. Anhang 5). Daraus wurde abgeleitet, dass MAPK6, aber 
nicht MAPK3 entscheidend für die Wachstumsantwort auf den Pilz ist.  
 
Reaktionen der Mutanten, wenn beim WT keine Wachstumsförderung beobachtet wurde 
Während Wachstumsförderung die vorwiegende Reaktion des WT bei Ko-Kultivierung mit P. 
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Wachstumsreaktion auf den Pilz oder Wachstumsinhibition. Im Folgenden sind die 
Reaktionen der Mutanten beschrieben, wenn beim WT entweder keine Reaktion oder 
Wachstumsinhibition zu beobachten war. 
Die MATH2 k.o.-Mutante reagierte einmal mit Wachstumsförderung und einmal nicht auf den 
Pilz, wenn beim WT eine Wachstumsinhibition zu beobachten war (Abb 3.16.) Insgesamt 
reagierte die Mutante demnach mit einer positiveren Wachstumsrate als der WT, wenn der 
WT negativ reagierte. Zusammen mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen zu dieser Mutante 
könnte das darauf hindeuten, dass das Verhältnis zwischen WT und MATH2 k.o.-Mutante in 
Bezug auf die Interaktion mit P. indica reziprok ist.  
Die MATH3 k.o.-Mutante zeigte Wachstumsförderung 8 und 10 Tage nach Inokulation, wenn  
der WT nicht auf den Pilz reagierte (Abb. 3.17) Sie reagierte damit ebenfalls positiver auf den 
Pilz als der WT, wenn beim WT keine Wachstumsförderung durch P. indica beobachtet 
werden konnte. Somit scheint sich auch die MATH3 k.o.-Mutante reziprok zum WT in der 




Abb. 3.16: Wachstumsreaktionen der MATH2 k.o.-Mutante auf P. indica, wenn beim WT 
Wachstumsinhibition zu beobachten war. Dargestellt sind die Mittelwerte der Biomasse der Wurzeln je eines 







Abb. 3.17: Wachstumsreaktionen der MATH3 k.o.-
Mutante auf P. indica, wenn der WT nicht 
reagierte. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Biomasse der Wurzeln aus zwei unabhängigen 
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Bei den PDK1 k.o.-Mutanten (PDK1.1a k.o., PDK1.1b k.o., PDK1.2 k.o., PDK1d.k.o.) sowie 
auch bei der MAPK6 k.o.-Mutante änderte sich die Aussage, die zuvor beschrieben wurde, 
nicht. Das heisst für die PDK1 k.o.-Mutanten, dass sie immer wie der WT reagierten. Sie 
zeigten demnach keine Reaktion auf den Pilz, wenn der WT nicht reagierte bzw. 
Wachstumsinhibition, wenn beim WT das Wachstum durch den Pilz inhibiert wurde. 
Dagegen reagierte die MAPK6 k.o.-Mutante in keinem Fall auf den Pilz; unabhängig davon, 
ob der WT parallel dazu positiv auf den Pilz reagierte oder nicht oder ob er negativ reagierte.   
 
3.2.3 Kolonisierungsversuche beim WT und den Mutanten 
Die Wachstumssteigerung bei Arabidopsis durch P. indica geht mit einer Kolonisierung der 
Wurzeln durch den Pilz und seiner Sporenbildung einher. Der Pilz kann die Wurzeln 
entweder intrazellulär oder extrazellulär kolonisieren (Peškan-Berghöfer et al., 2004; Varma 
et al., 2000). Um zu untersuchen, ob die Mutanten, die zuvor in den Ko-
Kultivierungsversuchen getestet wurden (Kapitel 3.2.2 – 3.2.3), sich in ihrem Grad der 
Kolonisierung durch P. indica vom WT unterscheiden, wurden pilzliche Bestandteile wie 
Hyphen oder Sporen innerhalb der Wurzeln nachgewiesen und mit dem WT verglichen.  
Kolonisierung kann entweder durch direkte Sichtbarmachung unter dem Mikroskop oder 
indirekt durch z.B. Amplifizierung pilzlicher DNA oder RNA durch PCR nachgewiesen 
werden. In dieser Arbeit wurden beide Ansätze angewandt. 
Zur direkten Sichtbarmachung unter dem Mikroskop wurden Pflanzen verwendet, die 
mindestens 20 Tage oder mehr mit dem Pilz ko-kultiviert waren. Zu diesem Zeitpunkt hatte 
sich das Pilzmycel bereits gut um die Wurzeln entwickelt. Zu früheren Zeitpunkten der 
Interaktion ist die Kolonisierung meist lokal noch zu begrenzt und daher schwieriger 
nachweisbar. Ko-kultivierte Wurzeln wurden zunächst unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 
einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und bei 500 – 550 nm detektiert (Abb. 3.18 A). 
Darüberhinaus wurden die Sporen des Pilzes mit Säurefuchsin gefärbt und unter dem 
Lichtmikroskop analysiert (Abb. 3.18 B). Mit beiden Methoden sind pilzliche Bestandteile – 
entweder Hyphen und Sporen oder nur Sporen – deutlich nachweisbar. Es liess sich jedoch 
nicht klar erkennen, ob sich die pilzlichen Bestandteile dabei in der Wurzel oder ausserhalb 
befanden. Daher konnte der Grad der Kolonisierung innerhalb der Wurzeln mikroskopisch 
nicht quantifiziert werden. Eine Quantifizierung der Kolonisierungsrate wurde deshalb mittels 
real time PCR durchgeführt.  
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Abb. 3.18: Mikroskopische Aufnah-
men von mit P. indica kolonisierten 
WT-Wurzeln von Arabidopsis A) 
Mikroskopische Aufnahme unter dem 
Fluoreszenzmikroskop. Wurzeln und 
Mycel wurden bei 488 nm angeregt 
und bei 500 – 550 nm detektiert. Auf 
der linken Seite sind zwei Sporen zu 
sehen. B) Lichtmikroskopische Auf-
nahme von Arabidopsis-Wurzeln und 
Pilzsporen. Die Sporen wurden zuvor 
mit Säurefuchsin gefärbt.   
 
Der P. indica elongation factor 1 (Pitef1), ein P. indica-spezifisches Markergen mit einer 
hohen Transkriptionsrate (Bütehorn et al., 2000), wurde als Marker für den 
Kolonisierungsgrad verwendet. Die Wurzeln 15 Tage ko-kultivierter WT- und Mutanten-
Pflanzen wurden sehr gründlich in Wasser gewaschen, RNA aus den Wurzeln isoliert, in 
cDNA umgeschrieben und  in der anschliessenden real time PCR Pitef1 amplifiziert. Als 
Referenzgen wurde GAPC amplifiziert. Die Daten der k.o. Linien wurden dabei jeweils gegen 
den WT normalisiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.19 aufgezeigt. Alle Mutanten werden 
weniger durch den Pilz kolonisiert als der WT. MATH2 k.o. und MAPK3 k.o. zeigten dabei 
die niedrigste Kolonisierungsrate. Bei MAPK6 ist die Kolonisierungsrate durch den Pilz am 
wenigsten beeinträchtigt gegenüber den anderen Mutanten.  
 
 
Abb. 3.19: Amplifikation 
von Pitef1 aus der cDNA 
der k.o.-Linien in real  
time PCR. Die Werte 
wurden gegen die des WT 
normalisiert und zeigen 
damit den Kolonisierungs-
grad gegenüber dem WT 
an. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Versuchen. 




Es wurde die Regulation der Genexpression von MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, 
PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 während der Interaktion mit P. indica untersucht. Zusätzlich 
wurde die Expression von OXI1 (oxidative burst dependent kinase 1), dessen Genprodukt ein 
Substrat von PDK1.1 nach Pathogenbefall ist (Anthony et al., 2004 und 2006), und LOX1 
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Die Expression wurde im WT analysiert. Dabei wurden mindestens drei unabhängige 
Versuche getestet, bei denen  der Pilz eine Wachstumsförderung bei den Pflanzen hervorrief. 
Um darüberhinaus zu untersuchen, ob die Expression dieser Gene mit dem Ausgang einer Ko-
Kultivierung zusammenhängt, wurde zusätzlich ein Versuch analysiert, bei dem der WT nicht 
mehr auf den Pilz reagierte und ein bis zwei Versuche, bei dem die Pflanzen durch den Pilz 
kleiner wurden.   
Für die Genexpressionanalysen wurde die RNA aus den Wurzeln isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und die Expression durch real time PCR untersucht. Es zeigte sich, dass das 
Expressionsmuster von MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3, MAPK6 und 
OXI1 nicht mit dem Ausgang der Interaktion zusammenhängen und folglich nicht darüber 
entscheiden, ob die Pflanzen durch den Pilz grösser werden, nicht mehr reagieren, oder 
kleiner werden. Die Werte wurden deshalb pro Zeitpunkt alle zusammengefasst. Als reguliert 
wurden Gene betrachtet, deren Expressionslevel sich mindestens um den Faktor 2 änderten. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 3.20 aufgezeigt.  
MATH1, ein sehr stark exprimiertes Gen in Arabidopsis, wurde während der Ko-Kultivierung 
mit P. indica nicht reguliert. Lediglich konnte eine sehr schwache Abnahme von 4 bis 6 
Tagen nach Inokulation und eine darauffolgende leichte Zunahme des mRNA-Gehalts 
beobachtet werden.  
MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 zeigten im Verlauf der Ko-
Kultivierung mit P. indica qualitativ das gleiche Expressionsmuster. Der mRNA-Gehalt 
dieser Gene begann 4 Tage nach Inokulation anzusteigen und erreichte 8 Tage nach 
Inokulation sein Maximum. Anschliessend (10 Tage nach Inokulation) nahm der mRNA-
Gehalt wieder ab. MATH2 und MAPK3 zeigten eine Änderung der Genexpression um mehr 
als Faktor zwei und sind damit deutlich reguliert. MATH3, PDK1.1, PDK1.2 und MAPK6 sind 
trotz des gleichen Expressionsmusters wie MATH2 und MAPK3 nicht bzw. nur schwach 
reguliert.  
OXI1 wurde 4, 6 und 8 Tage nach Inokulation zwar schwach hochreguliert, gilt aber ebenfalls 
als nicht reguliert.  
LOX1 zeigte eine starke Hochregulation 4 Tage nach Inokulation und eine langsame 
Abnahme dieser Hochregulation während der darauffolgenden Zeitpunkte. Diese 
Hochregulation konnte nur beobachtet werden, wenn die Pflanzen mit Wachstumssteigerung 
auf P. indica reagierten. LOX1 wurde nicht reguliert, wenn die Pflanzen nicht mehr auf den 
Pilz reagierten oder das Wachstum der Pflanzen durch den Pilz beeinträchtigt wurde. Gezeigt 
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sind deshalb nur die Werte aus den vorangegangenen Ko-Kultivierungsversuchen, bei denen 































































































































































































Abb. 3.20: Zeitliches Expressionsmuster von 
Arabidopsis-Genen im WT während der 
Interaktion mit P. indica. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus 5-6 unabhängigen Versuchen. Die 
Balken repräsentieren den Standardfehler. 
  
3.3 Rolle von MATH2 und MATH3 bei der P. indica-induzierten cytosolischen Ca2+-
Erhöhung 
Kalzium ist ein universeller sekundärer Botenstoff für Signalprozesse in Zellreaktionen. Die 
Freisetzung z.B. ins Cytosol ist einer der ersten Vorgänge, der innerhalb von Sekunden oder 
Minuten nach Signalperzeption abläuft. Vadassery et al. (2009) konnten zeigen, dass ein 
Zellwandextrakt (ZWE) von P. indica zu einem cytosolischen Ca2+-Einstrom bei Arabidopsis 
führt. Dazu wurden transgene Aequorin-Linien verwendet. Aequorin ist ein Apoenzym aus 
Aequorea aequorea, das mit Coelenterazin rekonstituiert werden kann. Es wird daraufhin 
biolumineszent und dient als Indikator für einen cytosolischen Kalzium-Einstrom ([Ca2+]cyt) 
nach Stimulus-Aktivierung. Die Biolumineszenzsignale werden mit einem digitalen 
Luminometer aufgezeichnet.  
Um zu untersuchen, ob MATH2 und MATH3 für den P. indica-induzierten Ca2+-Einstrom 
benötigt werden, wurden die MATH2 bzw. MATH3 k.o.-Linie in die transgene Aequorin-Linie 
eingekreuzt und die [Ca2+]cyt–Signale in den Wurzeln nach Zugabe des ZWE gemessen.  
In Abb. 3.21 ist das Ergebnis einer solchen Messung exemplarisch für den WT gezeigt. Dabei 
wird durch Zugabe des ZWE zu Beginn der Messung eine rapide Zunahme  der cytosolischen 
Ca2+-Konzentration gemessen (* Maximalwert 1), die danach langsam abfällt, bis sie am 
Ende ein Plateau erreicht. Im Anschluss wird zur Entladung des restlichen Aequorins CaCl2 
zugegeben, wodurch die Konzentration wieder sehr stark ansteigt (** Maximalwert 2).  
Ein wesentliches Kriterium bei dieser Messung ist das Verhältnis des zweiten Maximalwerts 
(**), der durch Zugabe von CaCl2 nach Beendigung der [Ca2+]cyt–Messung zur Entladung des 
restlichen Aequorins erhalten wird, zum ersten Maximalwert (*), der durch den ZWE-
induzierten Ca2+-Einstrom erhalten wird. Dieses Verhältnis wurde für die MATH2 und 
MATH3 k.o.-Mutante und den jeweils parallel gemessenen WT berechnet (Tab. 3.2). Die 
Werte der Verhältnisse beider Maximalwerte unterscheiden sich in den Mutanten nicht 
deutlich vom jeweils parallel gemessenen WT. Daraus geht hervor, dass sowohl MATH2 als 
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Abb. 3.21: Messung des [Ca2+]cyt-Gehalts in Wurzeln von 
Apoaequorin-transformierten WT–Keimlingen von 
Arabidopsis nach Applikation von 100 µl ZWE.  
*durch ZWE induzierter Maximalwert 1 des [Ca2+]cyt –Einstroms 
** Maximalwert 2 durch Entladung des restlichen Aequorins nach Beendigung der [Ca2+]cyt –Messung mit CaCl2 
 
Tab.3.2: Verhältnis von Maximalwert 2 zu Maximalwert 1 bei der Messung von [Ca2+]cyt in Arabidopsis-
Wurzeln nach Zugabe des ZWE.  
* durch ZWE-induzierter Ca2+-Einstrom 
** durch Entladung des Aequorins nach Beendigung der [Ca2+]cyt –Messung mit CaCl2 
n = 2-6 
Linie Maximalwert 1* Maximalwert 2** Maximalwert 2 : Maximalwert 1 
MATH2 k.o. 
WT 
0,0997 + 0,0530 
0,6399 + 0,1178 
0,1833 + 0,0795 
1,4682 + 0,2667 
1,8941 + 0,2092 
2,2878 + 0,0215 
MATH3 k.o. 
WT 
0,2026 + 0,0375 
0,2251 + 0,0282 
1,3519 + 0,0855 
1,2739 + 0,1197 
6,8364 + 1,1554 
5,7846 + 1,2736 
 
3.4 Subzelluläre Lokalisation von MATH1 und MATH2 
 
3.4.1 Herstellung von Antikörpern gegen MATH1 und -2   
Es wurden Antikörper gegen synthetische Peptide aus MATH1 und -2 in Kaninchen von 
Agrisera (Schweden) hergestellt. Folgende Seqzenzen wurden verwendet:  
               MATH1 (aa 194-206)    (NH2-) CPIDTFKDPTKGYL (-CONH2) 
               MATH2 (aa 275-287)    (NH2) CPQELLKAKPYDKV (-CONH2). 
Die Peptidsequenzen befanden sich jeweils in einer der beiden MATH-Domänen. Pro 
Antikörperherstellung wurden zwei Kaninchen immunisiert und die Seren vor den 
Immunisierungen und nach der dritten und vierten Immunisierung in einem Western blot 
getestet (Abb. 3.22). Beide Proteine sind etwa 40 kDa gross.  
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Kaninchen 2 für 
anti-MATH2 AK




Kaninchen 1 für 
anti-MATH1 AK





Abb. 3.22: Immunologische Charakterisierung von Seren gegen  MATH1 und MATH2. Die Seren nach der 
3. und 4. Injektion (MATH1) bzw. nach der 3. Injektion (MATH2) wurden getestet und mit dem Prä-
Immunserum verglichen.  
 
Die Antiseren gegen MATH1 gaben das beste Signal nach der vierten Injektion und der 
Unterschied zwischen den Seren beider Kaninchen war sehr gering. Sie gaben ein gutes 
Signal bis zu einer Verdünnung von 1:3000 (nicht gezeigt). Die Seren detektierten eine 
Doppelbande, was nahe legt, dass MATH1 in zwei verschiedenen Varianten vorkommt. 
Peškan-Berghöfer et al. (2004) zeigte ebenfalls zwei verschiedene Grössenvarianten dieses 
Proteins mittels 2D-Gelelektrophorese und anschliessender Massenspektrometrie.  
Die Antiseren gegen MATH2 gaben bereits das beste Signal nach der dritten Injektion, wobei 
die Antikörperkonzentration in Kaninchen 1 deutlich höher war als in Kaninchen 2. Der 
Antikörper aus Kaninchen 1 gab ein gutes Signal bis zu einer Verdünnung von 1:8000, der 
aus Kaninchen 2 nur bis zu einer Verdünnung von 1:1000 (nicht gezeigt).  
 
3.4.1.1 Peptide Competition Assay 
Nach der Antikörperherstellung gegen MATH1 und -2 wurde die Spezifität dieser Antikörper 
mit Hilfe des Peptide competition assays nachgewiesen. Dazu wurden die Antikörper mit 
einem Überschuss der synthetischen Peptide, gegen die sie generiert wurden, vorinkubiert, 
bevor sie in einem Western blot verwendet wurden. Sind die Antikörper spezifisch, sollten die 
zugegebenen Peptide die Bindungsstellen der Antikörper besetzen und damit verhindern, dass 
die Antikörper noch an die Membran (an ihr entsprechendes Antigen) binden können.  
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Abb. 3.23: Peptide competition assay.  Der Assay wurde mit 0, 50-
fachem und 100-fachem Peptidüberschuss durchgeführt.    
 
Das Ergebnis ist in Fig. 3.23 aufgezeigt. Ein Signal für beide Proteine wurde nur in den 
Kontrollen erhalten, in denen kein Peptid an die Antikörper gebunden wurde. Demnach sind 
die Antikörper gegen MATH1 und MATH2 spezifisch. Die Spezifität des Antikörpers gegen 
MATH2 wird zusätzlich dadurch unterstützt, dass er kein Signal mehr in der MATH2 k.o.-
Linie gibt (Abb. 3.3).  
 
3.4.2 Zellfraktionierung 
Wurzel- und Sprossgewebe wurden im Extraktionspuffer homogenisiert und daraus ein 12000 
g Pellet, ein 100000 g Pellet und ein 100000 g Überstand hergestellt. In der 12000 g Fraktion 
sollten sich dabei vor allem Zelltrümmer, Kerne und die Organellen befinden, im 100000 g 
Pellet vorrangig Mikrosomen und im 100000 g Überstand vor allem das Cytosol. In einem 
darauffolgenden Western blot wurden die beiden Proteine MATH1 und MATH2 in diesen 
Fraktionen nachgewiesen. Das Ergebnis ist in Abb. 3.24 gezeigt. MATH1 wurde sowohl in 
Wurzeln als auch in den Sprossen detektiert. In den Wurzeln wurde das stärkste Signal in der 
100000 g Fraktion, ein mittelstarkes Signal in der 12000 g Fraktion und das schwächste 
Signal im 100000 g Überstand nachgewiesen. In den Sprossen konnte MATH1 dagegen nur 
in den 100000 g und 12000 g Fraktionen nachgewiesen werden. Insgesamt waren die Signale 
von MATH1 in den Wurzeln stärker als in den Sprossen. MATH2 wurde sowohl in den 
Sprossen als auch in den Wurzeln jeweils nur in den 100000 g Pellets nachgewiesen. Die 










Abb. 3.24: Western blot zum Nachweis von MATH1 und MATH2 in verschiedenen Zellfraktionen aus 
Wurzel- und Sprossgewebe..  
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Zur weiteren subzellulären Lokalisation wurden aus den 100000 g Pellets die 
Plasmamembranen (PM) mittels 2-Phasen-Trennung isoliert. Bei dieser Methode werden 
verschiedene Zellmembranen voneinander getrennt. Dies geschieht mit Hilfe von zwei 
Polymeren, Poylethylenglycol (PEG) und Dextran (Dx), zu denen die verschiedenen 
Membranen der Zelle jeweils unterschiedliche Affinitäten besitzen. Plasmamembranen haben 
dabei die höchste Affinität gegenüber PEG und nahezu keine Affinität gegenüber Dx. Die 
inneren Zellmembranen sind dagegen mehr affin gegenüber Dx und darüberhinaus abhängig 
von der Polymer- und Salzkonzentration.  
100000 g Pellets mehrer Fraktionierungen wurden vereint und die Plasmamembranen daraus 
isoliert. Mit dem Wurzelgewebe war die 2-Phasen-Trennung erfolgreich, mit dem 
Sprossgewebe nicht, da sich die Phasen nicht eindeutig trennen liessen.  
Im darauffolgenden Western blot wurden die beiden Proteine MATH1 und MATH2 in der 
neu erhaltenen Fraktion zusammen mit den anderen Fraktionen wieder nachgewiesen (Abb. 
3.25). Bei der PEG-Phase sollte beachtet werden, dass die Isolation von Plasmamembranen 
sehr aufwendig, die Ausbeute dabei sehr gering (1 : 1000000) und die Reinheit dieser 
Fraktion gegenüber den anderen Fraktionen sehr viel höher ist. Aus diesem Grund wurde eine 
geringere Menge Protein im Vergleich zu den anderen Fraktionen aufgetragen. Aus den 
unterschiedlichen Signalintensitäten zwischen der PEG-Phase und den anderen Fraktionen 
kann folglich nicht auf die relative Abundanz beider Proteine in Bezug auf diese Fraktion 
geschlossen werden. Es zeigte sich, dass MATH1 diesmal nahezu nur im Wurzelgewebe 
nachgewiesen werden konnte. Die stärksten Signalintensitäten wurden dabei im 12000 g 
Pellet und im 100000 g Pellet der Wurzeln erhalten. Im 100000 g Überstand erschien nur ein 
verhältnismässig schwaches Signal. MATH1 wurde auch in der PEG-Phase der Wurzeln 
nachgewiesen. MATH2 wurde gleichermassen im Spross- und im Wurzelgewebe 
nachgewiesen. Im Sprossgewebe wurde MATH2 im 100000 g Pellet und etwas schwächer im 
12000 g Pellet nachgewiesen. Es lässt sich jedoch nicht auschliessen, ob MATH2 auch in der 
PEG-Phase des Sprossgewebes nachweisbar wäre, wenn die 2-Phasen-Trennung erfolgreich 
gewesen wäre. In den Wurzeln wurde MATH2 im 100000 g Pellet, etwas schwächer im 
12000 g Pellet, sehr wenig im 100000 g Überstand und in der PEG-Phase detektiert.  
Zusätzlich wurden das 12000 g Pellet als Organellenfraktion und der 100000 g Überstand  als 
cytosolische Fraktion mit Markerantikörpern bestätigt. Für die Organellenfraktion wurde der 
anti-VDAC1 (voltage-dependent anion-selective channel protein 1) Antikörper [anti-(rabbit 
IgG), Agrisera, Schweden] verwendet, dessen Antigen (VDAC1) in der äusseren 
Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Der anti-UGPase (UDP-glucose pyrophosphorylase) 
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Antikörper [anti-(rabbit IgG), Agrisera, Schweden] wurde als Markerantikörper für die 
cytosolische Fraktion verwendet. UGPase fungiert als ein Schlüsselenzym in der Synthese 
von Saccharose. VDAC1 wurde nur in den 12000 g Pellets von Spross- und Wurzelgewebe 
nachgewiesen und bestätigte damit diese Fraktionen als Organellen-Fraktionen. Die Signale 
waren jeweils nur sehr schwach und weisen auf eine niedrige Abundanz dieses Proteins hin. 
UGPase wurde im Sprossgewebe in allen Fraktionen nachgewiesen. In den Wurzeln wurde 
UGPase am stärksten im 100000 g Überstand und deutlich schwächer oder gar nicht in den 
anderen Fraktionen detektiert. Dass der 100000 g Überstand die cytosolische Fraktion 








Abb. 3.25: Western blot zum Nachweis von MATH1, MATH2 und zwei Markern, VDAC1 und UGPase, 
in verschiedenen Zellfraktionen. VDAC1 (voltage-dependent anion-selective channel protein 1) wurde dabei 
als Marker für die Organellen-Fraktion (12000 g Pellet), UGPase (UDP-Glucosepyrophosphorylase) als 
cytosolischer Marker (100000 g Überstand) verwendet. 
 
Zum Nachweis des 100000 g Pellets als Membranfraktion war kein Markerantikörper 
verfügbar. Das 100000 g Pellet wurde deshalb mittels Massenspektrometrie analysiert. Es 
wurden 15 Membranproteine, 3 Mitochondrienproteine, ein Chloroplastenprotein, zwei 
cytosolische Proteine und ein Vakuolenprotein identifiziert (Tab. 3.3). Von den 15 
Membranproteinen sind 12 davon ribosomale Proteine. Ribosomen können entweder löslich 
oder gebunden an das Endoplasmatische Reticulum (ER) vorkommen. Da es jedoch sehr 
unwahrscheinich ist, dass lösliche Ribosomen während der Ultrazentrifugation pelletieren, 
kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den gefundenen ribosomalen Proteinen um 
ER-gebundene handelt. Das 100000 g Pellet besteht demnach vorwiegend (zu 68 %) aus 
Membranproteinen und kann folglich als Membranfraktion klassifiziert werden. 
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40S ribosomales Protein S20  S22 
60S ribosomales Protein L27 
60S acidisches ribosomales Protein P0 B 
60S ribosomales Protein L18 
60S ribosomales Protein L15 
60S ribosomales Protein L7 
60S ribosomales Protein L7A 
40S ribosomales Protein S3A 
60S ribosomales Protein L5 
60S ribosomales Protein L4 A  L1 
60S ribosomales Protein L3 
60S ribosomales Protein L4 B  L1 
Ribonucleosid-Diphosphatreduktase, lange Kette 
AtBP2 (Luminales Bindeprotein 2, Vorstufe von BiP2)    
Adenosylhomocysteinase  EC 3 3 1 1   S adenosyl L 
cytosolische Proteine Proteasome-Untereinheit beta Type1  EC 3 4 25 1   20S 
Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase, cytosolisch 
Organellenproteine Vorläufer der beta-Untereinheit der Mitochondrien-ATP-synthase 
beta-Untereinheit der Mitochondrien-ATP-synthase  EC 3 6 3 
Vorläufer der beta-Untereinheit der Mitochondrien-ATP-synthase 
beta-Untereinheit der Chloroplasten-ATP-synthase  EC 3 6 3 14  
andere Proteine Vacuolen-ATP-synthase, Untereinehit B, Isoform 2  EC 3 6 
 
Zum Nachweis der PEG-Phase als PM-Fraktion war folglich auch kein Markerantikörper 
verfügbar. Für eine Analyse mittels Massenspektrometrie war insgesamt zu wenig Protein 
vorhanden. Da sich jedoch gezeigt hat, dass beide MATH-Proteine in den Membranfraktionen 
vorkommen (MATH1 darüberhinaus auch in der Organellenfraktion) und zumindest in den 
Wurzeln beide Proteine in der PEG-Phase nachweisbar waren, die vermutlich der PM-
Fraktion entspricht, wurde die weitere Analyse zur Lokalisation von MATH1 und MATH2 




Weitere Untersuchungen zur Lokalisation von MATH1 und MATH2 wurden mit SDS-
verdauter Gefrierbruchmarkierung und anschliessender Elektronenmikroskopie durchgeführt 
(nach Fujimoto, 1995). Diese Methode ermöglicht eine direkte Lokalisation von Proteinen auf 
Membranen (Abb. 3.26). Aufgrund der Krümmung von Membranen, wenn sie Kompartmente 
in einer wässrigen Umgebung einschliessen, besitzen die resultierenden Membranhälften nach 
dem Gefrierbruch entgegengesetzte Krümmungen. Plasmamembranhälften, die zuvor gegen  
den extrazellulären Raum gerichtet waren, werden als exoplasmic fracture faces (EF) 
bezeichnet. Plasmamembranhälften, die zuvor zum Cytoplasma hin gerichtet waren, werden 
als protoplasmic fracture faces (PF) bezeichnet (Abb. 3.27).  
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Abb. 3.26:  Die Schlüsselschritte der 
Gefrierbruchmarkierung. Gewebe oder 
Zellmaterial wird rapide eingefroren und 
aufgebrochen (1 und 2). Der Gefrierbruch 
spaltet die Lipiddoppelschichten (2), 
wodurch die Bruchansicht exponiert wird. 
Von den  aufgebrochenen Exemplaren 
werden Platin/Kohlenstoff-Replikate 
gemacht (3). Die Replikate werden mit SDS 
behandelt, um Zellkomponenten, die nicht 
an die Replikate gebunden sind, zu entfernen 
(4). Proteine, die anschliessend noch an die 
Replikate gebunden sind, werden 
Immunogold-markiert. Bei der Unter-
suchung unter dem Elektronenmikroskop 
sind die Elektronen-dichten Goldpartikel 
klar auf den Replikaten sichtbar, wodurch 
das Zielmolekül in der Membranebene 
markiert ist. (Robenek and Severs, 2008) 
 
 
Abb. 3.27: Nomenklatur zur 
Beschreibung der Membran- 
aspekte durch Gefrierbruch. 
Bei der Plasmamembran wird 
die an den extrazellulären 
Raum angrenzende 
Membranhälfte als E-hälfte 
bezeichnet und die an das 
Protoplasma angrenzende 
Membranhälfte als P-Hälfte 
bezeichnet. Der Begriff der 
Bruchansicht bezieht sich auf 
die Innenansicht der 
Membranen, die nach dem 
Gefrierbruch exponiert sind. 
Dagegen bezieht sich der 
Begriff    Oberfläche    auf   die  
wirkliche, natürliche Oberfläche der Membranen. Die Bruchansicht der P-hälfte wird als P-Ansicht (P face, PF) 
bezeichnet, während die der E-Hälfte   als  E-Ansicht  (E face, EF) bezeichnet wird. Die tatsächlichen 
Membranoberflächen werden demzufolge P-Oberfläche (P surface, PS) bzw. E-Oberfläche (E surface, ES) 
bezeichnet. Diese Terminologie wird in ähnlicher Weise für die inneren Membranen angewendet. Wenn 
Membranvesikel durch die Plasmamembran durch Endocytose verursacht wurden, bildet die P-Hälfte die äussere 
Schicht der Vesikelmembran und die E-Hälfte die innere Schicht. Das Innere der Vesikel stammt vom 
extrazellulären Raum ab. Convexe Brüche zeigen demnach die E-Ansicht und konkave Brüche die P-Ansicht der 
Vesikelmembranen. In gleicher Weise kennzeichnet der Begriff “E” das Innere aller Ein-Membran-Organellen 
und den Raum zwischen den inneren und äusseren Membranen aller Doppelmembran-gebundenen Organellen 
(Kern, Mitochondrien und Chloroplasten). Der Βegriff “P” umfasst das Cytoplasma, das Nucleoplasma, die 
Mitochondriemmatrix und das Stroma der Chloroplasten. (Robenek and Severs, 2008) 
 
Diese Methode wurde mit Spross- und Blattprotoplasten und angereicherten 
Plasmamembranen aus dem Sprossgewebe von Arabidopsis durchgeführt. Im Falle der 
Gefrier-gebrochenen Plasmamembrananreicherungen aus den Sprossen sollte beachtet 
werden, dass von der Art der Krümmung der jeweiligen Membranansicht nicht auf die 
ursprüngliche Orientierung der Membran (EF oder PF) sowie auch nicht auf die Herkunft der 
Membran an sich geschlossen werden kann. 
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Das Ergebnis der Gefrierbruchmarkierung mit Plasmamembrananreicherungen von 
Arabidopsis-Sprossen ist in Abb. 3.28 gezeigt. Antikörpersignale wurden sowohl direkt an 
den Vesikeln (Pfeilköpfe) als auch in grösseren Proteinaggegaten (Pfeile), die abgesondert 
von den Membranvesikeln waren, erhalten. Der grössere Anteil der Signale (etwa 70 %) kam 
dabei an den löslichen Proteinaggregaten vor, der kleinere Anteil der Signale (etwa 30 %) war 
Membran-gebunden. Dabei konnte gezeigt werden, dass MATH1 und MATH2 periphere 







Abb. 3.28: SDS-behandelte Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie mit Plasmamembranan- 
reicherungen von Arabidopsis-Sprossen. Die Proben wurden mit Antikörpern gegen MATH1 und MATH2 
markiert. Sowohl MATH1 als auch MATH2 konnten in diesen Proben nachgewiesen werden, wobei der grössere 
Anteil der Signale an Vesikeln gefunden wurde, die vermutlich aus grösseren und löslichen Proteinclustern 
bestehen (Pfeile).  Der kleinere Anteil der Signale war direkt mit den Membranvesikeln assoziert (Pfeilspitzen). 
In Zusammenarbeit mit PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
 
Die Analyse der Blatt- (Abb. 3.29) als auch der Wurzelprotoplasten (Abb. 3.30) ergab, dass 
beide MATH-Proteine Plasmamembran-assoziert sind und dabei in den extrazellulären Raum 
gerichtet sind. In Abb. 3.29 und 3.30 ist gezeigt, dass Signale für beide MATH-Proteine 
explizit nur auf der EF-Seite der Plasmamembranen (PM) lokalisiert sind (Pfeilköpfe). Auf 
den PF-Seiten der Plasmamembranen konnten dagegen keine Signale gefunden werden.  
 












Abb. 3.29: SDS-behandelte Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie mit Arabidopsis-
Blattprotoplasten. Die Proben wurden mit Antikörpern gegen MATH1 und MATH2 markiert. Beide Proteine 
wurden an der EF-Seite der Plasmamembran lokalisiert (Pfeilpitzen). Auf der PF-Seite gab es dagegen keine 
Signale. PM – Plasmamembran; EF – exoplasmic fracture face; PF – protoplasmic fracture face. In 
Zusammenarbeit mit PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
 
 











Abb. 3.30: SDS-behandelte Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie mit Arabidopsis-
Wurzelprotoplasten. Die Proben wurden mit Antikörpern gegen MATH1 und MATH2 markiert. Beide 
Proteine wurden an der EF-Seite der Plasmamembran lokalisiert (Pfeilpitzen). Auf der PF-Seite gab es dagegen 
keine Signale. PM – Plasmamembran; EF – exoplasmic fracture face; PF – protoplasmic fracture face. In 
Zusammenarbeit mit PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
 
MATH1 kommt deutlich mehr in den Wurzeln als in den Blättern vor. MATH2 ist dagegen 
insgesamt weniger vorhanden als MATH1 und darüberhinaus in Wurzel- und Blattgewebe 
gleichermaßen nachweisbar (Abb. 3.31). 
 
 













Abb. 3.31: SDS-behandelte Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie im Vergleich zwischen 
Blatt- und Wurzelprotoplasten von Arabidopsis. Die Proben wurden mit Antikörpern gegen MATH1 und 
MATH2 markiert. Für MATH1 wurden beträchtlich mehr Signale in den Wurzelprotoplasten als in den 
Blattprotoplasten detektiert (Pfeilspitzen). Für MATH2 konnten dagegen keine Unterschiede in der Häufigkeit 
der Signale zwischen Blatt- und Wurzelprotoplasten festgestellt werden (Pfeilspitzen). Beide Proteine sind in 
Clustern einer Grösse von etwa 100 nm angeordnet (Kreise). PM – Plasmamembran; EF – exoplasmic fracture 
face. In Zusammenarbeit mit PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
 
Beim Betrachten der zweidimensionalen Verteilung beider MATH-Proteine auf der EF-Seite 
der Plasmamembran fällt auf, dass sie in Strukturen von einer Grösse von etwa 100 nm 
angeordnet sind (Abb. 3.32, Kreise). Diese Grösse entspricht der von lipid rafts, was nahelegt, 
dass MATH1 und MATH2 in lipid rafts vorkommen könnten.  
Darüberhinaus konnte MATH1 im Lumen eines intrazellulären Vesikels (EF) detektiert 
werden. Es könnte sich dabei um ein Vesikel des sekretorischen Stoffwechselweges handeln 
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(Abb. 3.32, Pfeilspitzen). Es kann davon ausgegangen werden, dass MATH2 ebenso in diesen 
Vesikeln akkumuliert. Keine Signale konnten dagegen an den Membranen intrazellulärer 

















Abb. 3.32: SDS-behandelte Gefrierbruch- 
markierung-Elektronenmikroskopie mit Arabi-
dopsis-Wurzelprotoplasten. Die Proben wurden 
mit Antikörpern gegen MATH1 markiert. MATH1 
konnte dabei im Lumen eines Vesikels (EF) 
lokalisiert werden (Pfeilspitzen), das vermutlich 
zum sektretorischen Stoffwechselweg gehört. EF – 
exoplasmic fracture face. In Zusammenarbeit mit 
PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
MATH1
EF  intrazelluläres Vesikel
100 nm
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Abb. 3.33: SDS-behandelte Gefrierbruchmarkierung-Elektronenmikroskopie mit Protoplasten aus 
Arabidopsis. Die Proben wurden mit Antikörpern gegen MATH1 und MATH2 markiert. Weder MATH1 noch 
MATH2 konnten an intrazellulären Organellen nachgewiesen werden. (A) Intramembranepartikel von PSII von 
Sprossprotoplasten, (B) und (C) Nucleus, (D) Mitochondrium. EF - exoplasmic fracture face; PF - protoplasmic 
fracture face; PSII - Photosystem II; NE - nuclear envelope (Kernpore); Mt – Mitochondrium. In 
Zusammenarbeit mit PD Dr. Westermann, FSU Jena.   
 
3.4.4 Fluoreszenzmikroskopie 
Da vorangegangene Analysen zur Lokalisation von MATH1 und MATH2  gezeigt haben, 
dass sich beide Proteine an der Außenseite der Plasmamembran befinden (Kapitel 3.4.2 und 
3.4.3), wurde die Untersuchung der Lokalisation mit Fluoreszenzmikroskopie komplettiert. 
Diese Methode erlaubt die Visualisierung markierter Proteine an der Außenseite intakter 
Zellen. Durchgeführt wurden diese Untersuchungen an Arabidopsis-Wurzeln und isolierten 
Protoplasten aus dem Spross- und Wurzelgewebe von Arabidopsis.  
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Die Ergebnisse der Protoplastenanalyse sind in Abb. 3.34 und 3.35 gezeigt. Wieder konnten 
beide MATH-Proteine an der Außenseite der Plasmamembran nachgewiesen werden. 
MATH1 ist deutlich mehr in den Wurzeln als in den Blättern exprimiert. MATH2 ist gleich 
häufig in Wurzel- und Blattgewebe nachweisbar. Beide Proteine sind in Clustern angeordnet 
und nicht homogen über die Membranoberfläche verteilt. Diese Anordnung könnte darauf 
hinweisen, dass beide MATH-Proteine mit lipid rafts assoziiert sind.  
 
MATH2 Kontrolle
10 µm10 µm10 µm
MATH1
 
Abb. 3.34: Fluoreszenzmikroskopie mit Blattprotoplasten von Arabidopsis. Die Protoplasten wurden mit 
Antikörpern gegen MATH1, MATH2 oder nur mit dem sekundären Antikörper (Kontrolle) markiert (grüne 
Signale). Die Chloroplasten emittieren eine Autofluoreszenz im Bereich von 600 – 765 nm (rot). In 
Zusammenarbeit mit Dr. Eitner, FSU Jena. 
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Abb. 3.35: Fluoreszenzmikroskopie mit Wurzelprotoplasten von Arabidopsis. Die 
Protoplasten wurden mit Antikörpern gegen MATH1, MATH2 oder nur mit dem sekundären 
Antikörper (Kontrolle) markiert (grüne Signale). In Zusammenarbeit mit Dr. Eitner, FSU Jena. 
 
Zum Schluss wurde die Lokalisation von MATH1 und MATH2 an der Außenseite der 
Plasmamembran an Arabidopsis-Wurzeln nachgewiesen (Abb. 3.36). 
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Abb. 3.36: Fluoreszenzmikroskopie mit Arabidopsis-Wurzeln. Die Wurzeln wurden mit Antikörpern 
gegen MATH1, MATH2 oder nur mit dem sekundären Antikörper (Kontrolle) markiert. Die 




Die meisten extrazellulären Proteine sind hoch glykosyliert. Für MATH1 und MATH2 sollte 
untersucht werden, ob sie ebenfalls glykosyliert sind, da nachgewiesen wurde, dass beide 
Proteine an der Außenseite der Plasmamembran lokalisiert sind. Es gibt zwei verschiedene 
Arten der Glykosylierung, N-Glykosylierung und O-Glykosylierung. Sowohl N- als auch O-
Glykosylierung von Proteinen kann untersucht werden, indem Proteine mit Endoglykosidasen 
behandelt und anschließend in einem Western blot detektiert werden (Glykosylierte Proteine 
ergeben nach dem Verdau mit Endoglykosidasen mehr Banden als nicht-verdaute, die zudem 
weniger kDa aufweisen). Endo Hf, wurde dabei als N-Glykosidase und Endo-α-N-
acetylgalactosamidase wurde dabei als O-Glykosidase verwendet.  
Das Ergebnis ist in Abb. 3.37 dargestellt. Weder MATH1 noch MATH2 zeigten 
unterschiedliche Signale im Vergleich zu den Kontrollen, wenn sie mit den Endoglykosidasen 
behandelt wurden. Beide Proteine sind folglich nicht glykosyliert.  
 





Fig. 3.37: Western blot zum Nachweis von MATH1 und 
MATH2 nach Endoglykosidase-Verdau. Für den Verdau von 
N-glykosylierten Proteinen wurde Endo Hf (N) und für den 
Verdau von O-glykosylierten Proteinen wurde Endo-α-N-
acetylgalactosamidase (O) verwendet.  
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4 Diskussion 
In dieser Arbeit wurde die mutualistische Interaktion von Arabidopsis mit dem 
endophytischen Pilz P. indica untersucht. P. indica kolonisiert die Wurzeln von Arabidopsis, 
fördert das Pflanzenwachstum und die Produktion von Samen und erhöht die Toleranz 
gegenüber abiotischem und biotischem Stress (Varma et al., 1999; Varma et al., 2001; Singh 
et al., 2003; Peškan-Berghöfer et al., 2004; Pham et al., 2004; Waller et al., 2005). Die 
Interaktion wurde dabei auf molekularer Ebene in Bezug auf die Signalwege in der Pflanze 
hinsichtlich der Proteine MATH1, MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und 
MAPK6 analysiert. Zunächst wurde untersucht, ob das Ausschalten der entsprechenden Gene 
einen Phänotyp unter Standardwachstumsbedingungen zeigt, bevor die Rolle der Proteine 
mittels dieser k.o.-Linien für die Interaktion mit P. indica untersucht wurde.  
 
4.1 Phänotypische Charakterisierung der k.o.-Mutanten 
4.1.1 Embryoletalität der MATH1 k.o. und der MATH2 x MATH3 k.o.-Mutante 
Bei der Isolation einer MATH1 k.o.-Linie hat sich gezeigt, dass nur heterozygote k.o.-Pflanzen 
lebensfähig sind. Eine vollständige Inaktivierung dieses Gens scheint dagegen zu bewirken, 
dass die Pflanzen embryoletal sind. Samen, die nicht mehr in der Lage waren zu keimen (etwa 
25 % aller ausgelegten Samen), wurden gebleicht und unter dem Mikroskop analysiert. In 
diesen Samen konnten entweder reife Embryos (mit einer Achse und zwei Kotyledonen), 
Strukturen, die aussahen, als würde sich der Embryo auflösen oder leere Samen gefunden 
werden (Abb. 3.1). In den noch unreifen Samen in den Schoten konnte dagegen kein 
auffälliger Mutantenphänotyp gefunden werden (Kapitel 3.1). Dies führte zu der Annahme, 
dass homozygote MATH1 k.o.-Mutanten noch in der Lage zu sein scheinen, während der 
Embryongenese reife Embryos anzulegen und anschliessend in die Dormanz zu gehen. Sie 
scheinen die Dormanz jedoch nicht mehr durchbrechen und die Keimung einleiten zu können. 
Stattdessen könnte es in dieser Phase, in der die Pflanzen keimen würden, zur Auflösung des 
Embryos z.B. durch hydrolytische Enzyme kommen. 
Während der Keimung bricht der Embryo die Dormanz und geht in die vegetative 
Entwicklung über. Gespeicherte Reserven im Endosperm oder den Kotyledonen werden 
mobilisiert, um den Keimling zu bilden. Die Keimung wird durch eine Reihe exogener 
Faktoren wie Feuchtigkeit, Licht und Temperatur ausgelöst. Es könnte demnach sein, dass die 
homozygoten MATH1 k.o.-Samen bei der Perzeption der Signale, die die Keimung auslösen, 
beeinträchtigt sind oder dass sie das Signal in davon abgeleitete Signalwege nicht umwandeln 
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können. Es könnte auch sein, dass MATH1 k.o.-Samen für diesen Prozess in der Zell-zu-Zell-
Kommunikation beeinträchtigt sind. 
Array-Daten haben gezeigt, dass MATH1 das stärkste Expressionsniveau in quellenden Samen 
besitzt (eFP browser, Probe set ID: 257673_at). Dies ist ein weiterer deutlicher Hinweis 
darauf, dass MATH1 eine Rolle bei der Keimung spielt. In der weiteren Entwicklung der 
Pflanze ist MATH1 in den Wurzeln sehr hoch exprimiert ist. Im Sprossgewebe ist dieses 
Protein nur während der vegetativen Entwicklungsphase exprimiert. Die Transkriptmenge ist 
dabei geringer als im Wurzelgewebe und nimmt im Verlauf dieser Phase immer mehr ab. In 
der reproduktiven Entwicklungsphase wird MATH1 im oberirdischen Teil der Pflanze gar 
nicht mehr exprimiert (eFP browser, Probe set ID: 257673_at). Auf Proteinebene ergaben die 
Analysen zur subzellulären Lokalisation von MATH1 in dieser Arbeit ebenfalls, dass dieses 
Protein im Wurzelgewebe sehr hoch abundant ist und im Vergleich dazu im Sprossgewebe 
deutlich weniger vorkommt oder nicht mehr nachzuweisen ist. Das Material stammte dabei 
aus wenigen Wochen alten Keimlingen. (Kapitel 3.4.2 – 3.4.4). Demnach scheint MATH1 
essentiell für die Keimung zu sein und darüberhinaus während der Pflanzenentwicklung eine 
wichtige Funktion in den Wurzeln zu erfüllen.  
Im Gegensatz zu MATH1 sind singuläre k.o.-Linien für MATH2 und MATH3 lebensfähig. 
Aus der Kreuzung zwischen der MATH2 und MATH3 k.o.-Linie konnte jedoch keine 
lebensfähige Doppel-k.o.-Mutante hergestellt werden. Auch Samen, die heterozygot für ein 
Merkmal und homozygot für das andere Merkmal waren, sind nicht gekeimt. Im letzteren Fall 
war es dabei unerheblich, welches der beiden Merkmale homo- bzw. heterozygot war (Tab. 
3.1). Beide Merkmale werden demnach kodominant vererbt. Der Phänotyp dieser nicht 
gekeimten F2-Samen war ähnlich dem der MATH1 k.o.-Samen. Es konnten normale 
Embryostrukturen mit zwei Kotyledonen und einer Achse gefunden werden. Diese wirkten im 
Vergleich zu den MATH1 k.o.-Samen jedoch trocken und farblos (Abb. 3.5). Es könnte 
demnach sein, dass der Embryo unvollständig angelegt wird. Die Tatsache, dass auch der 
Genotyp, bei dem ein Merkmal homozygot und das andere heterozygot ist, embyoletal ist, 
deutet darauf hin, dass beide Proteine partiell miteinander interagieren könnten oder dass 
beide Proteine während dieser Entwicklungsphase bis zu einem bestimmten Grad redundant 
sein könnten. 
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4.1.2 Verändertes Spross:Wurzel-Biomasserverhältnis bei MATH2 und MAPK6 k.o.-
Mutanten 
Wenn das MATH2-Gen inaktiviert ist, weisen die Pflanzen ein grösseres Verhältnis der 
Spross:Wurzel-Biomasse als im Vergleich zum WT auf (Abb. 3.4). Die MAPK6 k.o.-Mutante 
zeigt den entgegengesetzten Phänotyp. Eine Inaktivierung von MAPK6 führt relativ zum 
Spross zu verstärktem Wurzelwachstum und dadurch zu einem verringertem 
Biomasseverhältnis Spross:Wurzel (Abb. 3.8).  
Verstärktes Wurzelwachstum relativ zum Spross, das bei der MAPK6 k.o.-Mutante beobachtet 
wurde, wurde bisher ausschliesslich für Zytokinin-Mutanten beschrieben. Zytokinine 
regulieren die Zellteilung, die vor allem in den Meristemen stattfindet. Werner et al. (2001) 
konnten zeigen, dass eine Reduktion des endogenen Zytokiningehalts das 
Sprossapikalmeristem verringert und das Wurzelapikalmeristems vergrössert. Dadurch ist das 
Sprosswachstum reduziert und das Wurzelwachstum verstärkt. Darüberhinaus zeigten 
Mutanten, die durch Inaktivierung bestimmter Zytokinin-Rezeptoren nur partiell insensitiv für 
exogenes Zytokinin sind, ein verstärktes Wurzelwachstum; ähnlich dem der Pflanzen mit 
verringertem endogenen Zytokiningehalt (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004). 
Zytokinine könnten folglich entgegengesetzte Rollen in der Regulation der Zellteilung in den 
Meristemen der Wurzeln und der Sprosse einnehmen.  
Die Tatsache, dass eine Inaktivierung des MAPK6-Gens den gleichen Phänotyp hervorruft, 
der bei Mutanten mit reduziertem Zytokiningehalt beobachtet werden kann, lässt vermuten, 
dass MAPK6 bei der Regulation des Zytokiningehalts beteiligt sein könnte. Folglich könnten 
die Zytokiningehalte in der MAPK6-Mutante ebenfalls reduziert sein. Daraus kann jedoch 
nicht geschlossen werden, ob MAPK6 das verstärkte Wurzelwachstum direkt fördert oder ob 
MAPK6 eher indirekt wirkt, indem sie andere Signalwege, wie vielleicht den 
Zytokininsignalweg, beeinflusst. Zumindest sind beide Faktoren, Zytokinine (Vadassery et 
al., 2008) und, wie aus dieser Arbeit hervorgeht, MAPK6 (Kapitel 4.2.4 und 4.4.2), an der 
Interaktion mit P. indica beteiligt. Eine künftige Untersuchung des endogenen 
Zytokiningehalts als auch des Wachstums der Apikalmeristeme in der MAPK6 k.o.-Mutante 
im Vergleich zum WT kann Aufschluss darüber geben, ob MAPK6 an der 
Zytokininhomöostase beteiligt ist.  
Dass die MATH2-Mutante hinsichtlich des Spross:Wurzel-Biomasseverhältnisses den 
entgegengesetzten Phänotyp zur MAPK6-Mutante aufweist könnte darauf hindeuten, dass 
beide Proteine untereinander in antagonistischer Weise auf die Zytokinin-Homöostase der 
Zellen wirken. Bei beiden Proteinen handelt es sich jedoch um sehr unterschiedliche Klassen 
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von Proteinen, die zudem funktionell und räumlich deutlich voneinander getrennt sind. Falls 
es eine Verbindung zwischen MATH2 und MAPK6 in ihrer Wirkung z.B. auf den endogenen 
Zytokiningehalt geben sollte, ist zu erwarten, dass eine Vielzahl weiterer Proteine, die 
wiederum in verschiedenen Signalkaskaden münden, beteiligt sind. Eine funktionelle 
Verbindung zwischen MATH2 und MAPK6 wäre dann eher indirekt. Bislang wurde eine 
Beteiligung beider Proteine in der Regulation der Zytokininaktivität noch nicht nachgewiesen. 
 
4.1.3 PDK1 d.k.o.-Phänotyp 
Für die 3-Phosphoinositid-abhängige Kinase 1 (PDK1) gibt es zwei Gene im Arabidopsis-
Genom, PDK1.1 und PDK1.2. Sie besitzen eine Sequenzhomologie von 92 % auf 
genomischer Ebene. Eine Inaktivierung entweder von PDK1.1 oder PDK1.2 brachte jeweils 
keinen auffälligen Phänotyp hervor. Dagegen zeigte die Doppel-k.o. (d.k.o)-Mutante eine 
reduzierte Wachstumsrate während aller Entwicklungsstadien, die untersucht wurden (Samen, 
Keimlinge, adulte Pflanze, Schoten; Abb. 3.7). PDK1 scheint demnach die Wachstumsrate zu 
regulieren. Da die d.k.o.-Linie, aber nicht die beiden singulären k.o.-Linien diesen Phänotyp 
zeigen, sind die beiden Gene für dieses Protein in Bezug auf die Regulation der 
Wachstumsrate untereinander redundant.  
 
4.2 Ko-Kultivierungsversuche 
4.2.1 Ko-Kultivierung des WT mit P. indica 
Um miteinander zu interagieren, müssen Pflanze und Pilz sich gegenseitig erkennen und 
Signalkaskaden in Gang setzen, woraus sich spezifische Reaktionen ergeben. Eine dieser 
Reaktionen der Pflanze auf einen mutualistischen Pilz ist ein gesteigertes Pflanzenwachstum, 
das als Biomassezunahme gemessen werden sollte. Dazu wurden neun Tage alte WT- als 
auch Mutanten-Keimlinge von Arabidopsis auf Phosphatmangelmedium mit und ohne 
(Kontrolle) P. indica ko-kultiviert (Abb. 3.9) und die Βiomassezunahme nach Inokulation 
über einen Zeitraum von 10 Tagen alle zwei Tage gemessen. Damit sollte nicht nur das 
Ergebnis einer Ko-Kultivierung, also der Ausgang der Interaktion, sondern auch das 
Verhalten während der Etablierung dieser Interaktion beobachtet werden.  
Anhand der aufgenommenen Wachstumskinetiken konnten in dieser Arbeit drei verschiedene 
Phasen der Interaktion als auch ihre zeitliche Abfolge definiert werden (Abb. 4.1).  
Die erste Phase wird hier als Erkennungsphase bezeichnet. Sie findet in den ersten 4 Tagen 
nach Inokulation statt. In dieser Phase konnten noch keine Reaktionen der Pflanze auf den 
Pilz in Bezug auf eine Wachstumsantwort registriert werden. Alle Früherkennungsprozesse 
   Diskussion   
 64
sollten demnach in dieser Phase stattfinden; einschliesslich der Perzeption des von P. indica 
stammenden Elicitors und der daraus resultierenden frühen Signalprozesse, die der Pflanze 
das Vorhandensein von P. indica signalisieren. Bislang wurde das Signal von P. indica noch 
nicht identifiziert. Ab wann und ab welcher Konzentration Arabidopsis den Elicitor von P. 
indica innerhalb dieser Phase perzeptiert, ist daher ebenfalls noch nicht bekannt. Es ist jedoch 
anzunehmen, dass die Erkennung in den ersten zwei Tagen oder nach zwei Tagen geschieht, 
da die ersten Signalprozesse in Arabidopsis ab zwei Tagen nach Inokulation nachweisbar 
sind. Dazu zählt die Hochregulation der Genexpression von LRR1, einer Rezeptorkinase, die 
das Signal von P. indica vermutlich erkennt (Vadassery et al., 2009). Eine Zunahme der 
Transkriptmenge wurde darüberhinaus für CDPK2, -3 und -22 beobachtet, deren Genprodukte 
für Ca2+-bindende Proteinkinasen kodieren (Saage, 2008) und vermutlich in die frühe Ca2+-
Antwort von Arabidopsis auf P. indica (Vadassery et al., 2009) involviert sind.  
Die zweite Phase der Interaktion wird hier als Etablierungsphase bezeichnet. Sie setzt 4 Tage 
nach Inokulation ein und dauert bis 8 Tage nach Inokulation. Die transiente Veränderung des 
Biomasseverhältnisses Spross:Wurzel 4 Tage nach Inokulation mit P. indica markiert den 
Beginn dieser zweiten Phase (Abb. 3.11). Der Anteil der Wurzel relativ zur gesamten Pflanze 
ist 4 Tage nach Inokulation durch den Pilz grösser als bei Kontrollpflanzen (ohne Pilz). In den 
darauffolgenden Tagen der Versuchsdurchführung glich sich dieses Verhältnis wieder aus und 
unterschied sich nicht mehr von den Kontrollpflanzen. Das bedeutet, dass sich der 
Wachstums-fördernde Effekt durch den Pilz zuerst in der Wurzel und darauffolgend auch im 
Spross bemerkbar macht, und dieses Phänomen war genau 4 Tage nach Inokulation zu 
beobachten. Im weiteren Verlauf dieser Phase nahm die Wachstumsförderung auf die gesamte 
Pflanze durch den Pilz immer mehr zu.  
Nach 8 Tagen erreicht das Pflanzenwachstum ein Plateau. Die Zeit danach wird deshalb hier 
als eigentliche Interaktionsphase dieser Symbiose bezeichnet. Es findet im Wesentlichen kein 
weiteres Pflanzenwachstum und somit auch keine weitere Wachstumsförderung durch den 
Pilz mehr statt. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Stagnation des 
Pflanzenwachstums zu dieser Zeit auf die begrenzte Grösse der Petrischalen zurückzuführen 
ist. Unter Bedingungen, bei denen den Pflanzen mehr Volumen für Wachstum zur Verfügung 
stehen würde, würde vermutlich weiterhin Wachstum stattfinden.  
Zhao und Qi (2008) haben die Interaktion zwischen Pflanzen und Mikroorganismen ebenfalls 
in drei Schritten definiert – Detektion, Signalweiterleitung, Reaktionen –, die der Einteilung 
in die in dieser Arbeit beschriebenen Phasen ähnlich ist. Zudem konnten in dieser hier 
vorgestellten Arbeit die Zeitfenster, in denen diese Phasen stattfinden, herausgearbeitet 
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werden. Sie waren für die Interaktion von Arabidopsis mit P. indica innerhalb dieses 
Modellsystems bisher unbekannt. Diese zeitliche Festlegung erlaubt es, die stattfindenden 
Signalprozesse den einzelnen Phasen zuzuordnen und somit ihre Funktion zu etablieren (Abb 
4.1). 
Obwohl P. indica in den meisten Ko-Kultivierungsversuchen Wachstumsförderung bei den 
Pflanzen (WT) hervorrief, reagierten die Pflanzen trotz identischer Versuchsbedingungen in 
einigen Versuchen nicht mehr, in seltenen Fällen wurde sogar Wachstumsinhibition 
beobachtet (Kapitel 3.2.1). Auch war das Ergebnis der Interaktion in Bezug auf die 
Wachstumsrate nie vorhersehbar und ereignete sich scheinbar eher zufällig. Die Signalwege 
der beiden Partner, die diesem Prozess der Interaktion zugrunde liegen, könnten daher sehr 
komplex zu sein und aus mehreren möglichen Routen bestehen (Kapitel 4.2.2). 
Wie ist das zu erklären? Das Verständnis vom Mutualismus wandelte sich im Laufe der Zeit. 
Ursprünglich wurde Mutualismus als ein Mechanismus verstanden, der auf den individuellen 
Interessen jedes Partners basierte. 1885 wurde durch Albert Bernhardt Frank der Begriff 
“Mykorrhiza” geprägt und im Zusammenhang damit das Bevorzugen der Interaktion der 
beteiligten Partner in der Evolution postuliert. Im Laufe der Zeit häuften sich immer mehr 
Beweise, die Strategien vom “Überlisten und Ausbeuten” belegen (Bronstein, 2001). Daraus 
folgte, dass Mutualismus seit dieser Jahrhundertwende als balancierter reziproker 
Parasitismus verstanden wird (Egger und Hibbett, 2004), der anfällig ist für 
Interessenkonflikte, die die symbiotische Assoziation destabilisieren können (Hibbet et al., 
2000). Somit vollzog sich ein Paradigmenwechsel vom “Bevorzugen der Assoziation” statt 
der “individuellen Interessenvertretung der beteiligten Partner” zum “balancierten reziproken 
Parasitismus”, wodurch das Konzept des symbiotischen Kontinuums wiederbelebt war. 
Dieses Konzept beschreibt die mutualistische Interaktion als einen Mittelstatus zwischen dem 
Parasitismus durch den Pilz bzw. Mikroorganismus und dem Parasitismus durch die Pflanze 
(Johnson et al., 1997; Egger und Hibbit, 2004; Mandyam und Jumpponen, 2005; Schulz und 
Boyle, 2005). Es finden in einer mutualistischen Symbiose folglich auch Abwehrreaktionen 
der Pflanze statt (Dumas-Gaudot et al., 2000; Salzer und Boller, 2000), welche sich mit dem 
Nährstoffbedarf des Pilzes in einer genau abgestimmten Balance befinden. Ist die Interaktion 
unbalanciert, resultieren Krankheitssymptome oder der Pilz wird von Abwehrreaktionen der 
Wirtspflanze abgestossen (Schulz und Boyle, 2005; Kogel et al., 2006).  
Damit weist die Symbiose von Pflanzen mit nützlichen oder neutralen Pilzen auf molekularer 
Ebene Gemeinsamkeiten mit Interaktionen von Pflanzen mit Pathogenen während der 
Etablierung dieser Interaktion auf (Zhao und Qi, 2008). Die Induktion der Expression von 
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Abwehrgenen findet meist im frühen Stadium der Penetration bzw. Kolonisierung statt 
(Garcia Garrido und Ocampo, 2002; Grunwald et al., 2004). Es wird angenommen, dass die 
Aktivierung und Regulation dieser Abwehrreaktionen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung 
des mutualistischen Status der Assoziation spielt. Die induzierten Abwehrreaktionen könnten 
dabei am Abbau des Elicitors, der Modulation der Konzentration von sekundären 
Botenstoffen, Nährstoff- und Hormon-abhängiger Abwehrregulation und der Induktion von 
regulatorischen Genen für den Aufbau der Symbiose beteiligt sein (Garcia Garrido und 
Ocampo, 2002).  
Im weiteren Verlauf einer mutualisitschen Interaktion werden die Abwehrreaktionen 
unterdrückt (Ruiz-Lozano et al., 1999), was vermutlich auf die fein abgestimmte Balance in 
diesen Interaktionen zurückzuführen ist, die diese Reaktionen in einem steady state-Zustand 
halten, bei dem beide Partner nicht beeinträchtigt werden.  
Was die Evolution von Wurzel-Pilz-Assoziationen betrifft, sind sie definiert durch den 
Vorteil, den sie zur Fitness der jeweiligen Partner über Lebenszeiten oder Generationen 
beitragen. Es könnte sein, dass Mycorrhizen durch eine Reihe von Stadien entstehen und 
vergehen; von der Etablierung über ein Stadium des balancierten reziproken Parasitismus bis 
zum Zusammenbrechen in nicht-reziproken Parasitismus oder ihrer Auflösung (Egger, 2006). 
Hibbett et al. (2000) vermuten, dass die mutualitische Mycorrhiza aus der Interaktion mit 
saprophytischen Pilzen abstammen kann.  
Darüberhinaus scheinen endophytische Assoziationen, bei denen die Interaktion leichter 
zwischen Mutualismus und Antagonismus kippen kann, ebenso verbreitet zu sein wie 
Mycorrhizen (Mandyam und Jumpponen, 2005). Die Untersuchung endophytischer 
Assoziationen könnte helfen, besser zu verstehen, was zu mutualstischen Wurzel-
Assoziationen beiträgt. Auch die Unterscheidung zwischen einer Mycorrhiza und einer 
endophytischen Symbiose ist nicht so eindeutig wie bisher angenommen (Egger, 2006). Für 
den mutualistischen Endophyten P.indica konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, 
dass er vorrangig älteres Wurzelgewebe seines Wirts kolonisiert. Die meisten Hyphen 
befinden sich dabei in toten Zellen der Rhizodermis und des Wurzelkortex, die vollständig 
mit Chlamydosporen gefüllt sind. Es wird daher angenommen, dass der Endophyt mit dem 
Zelltod seines Wirts interferiert, um die mutualistische Symbiose zu etablieren (Deshmukh et 
al., 2006).  
Antagonistische Interaktionen bzw. ein Kippen von einer mutualistischen Interaktion in eine 
antagonistische konnte auch bei AM beobachtet werden (Modjo und Hendrix, 1986; Guo et 
al., 1994; Janos, 1996).  
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Der Wechsel zwischen Mutualismus und Parasitismus innerhalb einer Interaktion kann von 
den Umweltfaktoren abhängen (Kuldau und Yates, 2000; Egger, 2006). Aufwand und Nutzen 
flukturieren entsprechend der biotischen und abiotischen Bedingungen (Bronstein, 1994). 
Steht einer der beiden Partner z.B. unter Stress, kann die Interaktion kippen (Schulz und 
Boyle, 2005). Rudgers und Swaffold (2007) konnten zeigen, dass das Gras Elymus virginicus 
in Symbiose mit pilzlichen Endophyten eine höhere Biomasseproduktion aufweist. Der 
Nutzen durch pilzliche Endophyten in Elymus virginicus nimmt jedoch unter Trockenstress 
ab. Auch die biotischen Bedingungen können den Ausgang der Interaktion modifizieren. 
Kaldorf et al. (2005) konnten zeigen, dass das Interaktionsmuster zwischen einem hybriden 
Pappelclon (Populus Esch5) und P. indica von Mutualismus zu Antagonismus übergehen 
kann, wenn die Setzlinge mit dem Pilz wiederholt kultiviert wurden. Auch Schulz et al. 
(1998) konnten zeigen, dass eine Re-infektion von Endophyten Krankheitssymptome bei den 
Wirtspflanzen verursachten, wenn die Endophyten zuvor bei einer erstmaligen Infektion keine 
Symptome zeigten.  
Damit konnte gezeigt werden, dass veränderte Umweltbedingungen den Ausgang einer 
Symbiose verändern können. Das erklärt jedoch noch nicht, warum die Interaktion zwischen 
Arabidopsis und P. indica in dem hier verwendeten Versuchssystem in unterschiedlichen 
Wachstumsantworten der Pflanzen resultierten. Die Versuche wurden immer identisch 
durchgeführt. Es ist anzunehmen, dass eher der Pilz als die Pflanzen den Ausgang der 
Interaktion bestimmen könnten. Der Pilz könnte verschiedene Entwicklungsstadien 
durchlaufen (Schulz et al., 1998), die bisher noch nicht gut genug bekannt sind und die direkt 
nicht zu erkennen waren. Da Pilze durch ihre auf Absorption eingestellte Lebensweise eine 
hohe Wachstumsrate besitzen, ist es auch möglich, dass das in den verschiedenen Versuchen 
verwendete Pilzmycel von verschiedenen Zellkernen abstammte, die untereinander 
ausreichend divergent waren.  
 
4.2.2 Ko-Kultivierung der MATH2 und MATH3 k.o.-Linie mit P. indica  
Da das Ausschalten des Gens für MATH1 Samen hervorbringt, die nicht mehr keimen können 
(Kapitel 4.1.1), konnte eine entsprechende k.o.-Linie nicht in der Interaktion mit P. indica 
getestet werden.  
Die beiden k.o.-Linien für MATH2 bzw. MATH3 wurden dagegen in der Interaktion mit dem 
Pilz getestet.  
Die MATH2 k.o.-Linie verhielt sich in Bezug auf die Wachstumsreaktion auf den Pilz 
reziprok zum WT. Je besser der Pilz das Wachstum beim WT förderte, desto weniger 
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reagierte die Mutante. Je weniger der Pilz das Wachstum beim WT förderte bzw. je mehr er 
das Wachstum behinderte, desto positiver reagierte die Mutante. Die MATH3 k.o.-Linie 
verhielt sich ebenfalls reziprok zum WT in Bezug auf die Wachstumsreaktion auf P. indica 
(Kapitel 3.2.2). 
Somit sind MATH2 und MATH3 an der Interaktion mit P. indica unter Bedingungen, in 
denen beim WT ein positiver Wachstumseffekt durch den Pilz zu verzeichnen ist, beteiligt. 
Beide Proteine sind damit untereinander in Bezug auf die Interakion, als auch gegenüber 
MATH1, nicht redundant.  
Der beschriebene komplementäre Effekt beider k.o.-Linien in der Reaktion auf den Pilz 
gegenüber dem WT könnte mit Aspekten, die aus der Interaktion von Pflanzen mit 
Pathogenen bekannt sind, erklärt werden. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit untersuchten 
Interaktion sind Pflanze-Pathogen-Interaktionen antagonisitsch. Dabei könnte das Verständnis 
der Mechanismen, die evolutionär zum Übergang zwischen mutualistischen bzw. neutralen 
und antagonistischen Interaktionen geführt haben, helfen, den Effekt der beiden k.o.-Linien in 
der Interaktion mit P. indica besser zu verstehen.  
Interaktionen von Pflanzen mit Pathogenen werden in Nicht-Wirtresistenz, 
Basalkompatibilität oder Wirt-abhängige Resistenz unterteilt. Nichtwirtresistenz (auch 
angeborene Immunität oder basale Resistenz) ist dabei die in der Natur vorherrschende Form 
der Resistenz gegen Pathogene. Sie besagt, dass die meisten Pflanzenarten resistent gegen die 
meisten Pathogene sind (Dangl und Jones, 2001; Heath, 2000). Es handelt sich um eine 
unspezifische und dauerhafte Abwehrform und stellt die erste Abwehrlinie gegen eine 
mikrobielle Invasion dar (Nürnberger et al., 2004). Wichtig ist, dass sie ein breites Spektrum 
an konstitutiven und induzierbaren Elementen beinhaltet (Heath, 2001). Durch Ko-Evolution 
von Pflanzen und Pathogenen können die Mikroorganismen in wenigen Fällen durch 
Evolution sogenannter Effektorproteine diese Abwehrlinie durchbrechen. Diese 
Effektorproteine interferieren mit Elementen der Nicht-Wirtresistenz und erniedrigen oder 
verhindern somit die Abwehr der Pflanze. Die Pflanze kann sich nicht mehr ausreichend 
verteidigen und es kommt zur Krankheit. Dieses Phänomen wird als Basiskompatibilität 
bezeichnet. Durch den daraus resultierenden Evolutionsdruck erfolgreicher Pathogene auf 
suszeptible Pflanzen in der Basiskompatibilität können Kultivare dieser Pflanzenart wiederum 
eine spezifische Resistenz gegen spezifische Rassen oder Kultivare des Pathogens durch 
Evolution von R (Resistenz)-Genen erwerben (Baker et al., 1997; Shirasu und Schulze-Lefert, 
2000; Staskawicz et al., 2001; Hammond-Kosack K, Parker, 2003).  
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Kann ein Pathogen eine Pflanzenart nicht erfolgreich kolonisieren, unabhängig davon, ob 
durch Nicht-Wirt- oder Wirt-abhängige Resistenz, wird die Interaktion als inkompatibel, das 
Pathogen als avirulent und die Pflanze als resistent bezeichnet. Bei einer erfolgreichen 
Kolonisierung des Wirts ist die Interaktion dagegen kompatibel, das Pathogen virulent und die 
Pflanze suszeptibel.  
Abgeleitet davon kann man die mutualistische Interaktion zwischen Arabidopsis und P. 
indica als Basis-kompatibel bezeichnen, da Arabidopsis kein spezifischer Wirt für P. indica 
ist, der Pilz die Wurzeln der Pflanze jedoch erfolgreich kolonisiert (Varma et al., 1999; 
Peškan-Berghöfer et al., 2004). Die Nicht-Wirtresistenz konnte also durchbrochen werden. Im 
Unterschied zum Pathogenbefall kommt es hierbei jedoch nicht zum Krankheitsverlauf, 
sondern meist zu einer mutualistischen Interaktion, von der beide Partner profitieren. Da bei 
der Nicht-Wirtresistenz eine Vielzahl von Signalwegen aktiviert werden, ist es möglich, dass 
auch für das Erreichen der Basiskompatibilität in einer mutualistischen Interaktion nicht nur 
ein, sondern mehrere dieser Signalwege, die den Mikroorganismus abwehren, in der 
Evolution durchbrochen bzw. abgewandelt werden (Kistner and Parniske, 2002). Dies ist vor 
allem deshalb wahrscheinlich, da die Pflanzen bei dieser Art der Interaktion keinem 
Evolutionsdruck ausgesetzt sind, der das Hervorbringen einer Wirt-abhängigen (Gen-für-
Gen)-Resistenz notwendig macht. Somit könnte auch die mutualistische Interaktion zwischen 
Arabidopsis und P. indica auf evolutionär unterschiedlichen Signalwegen beruhen. Das ist in 
Übereinstimmung mit der Annahme, dass das Signal, das von P. indica stammt, sich 
vermutlich aus mehreren Komponenten zusammensetzt (Vadassery et al., 2009). Es ist jedoch 
davon auszugehen, dass sich diese Umwandlungen der Signalwege evolutionär zu 
verschiedenen Zeiten entwickelten. Je nach individueller Interaktion könnten dabei während 
der Ko-Kultivierungsversuche verschiedene dieser Signalwege aktiviert werden bzw. 
dominieren. Welcher Signalweg dabei aktiviert wird, könnte von den Signalen des Pilzes 
abhängen.  
Dass die beiden k.o.-Linien, MATH2 k.o. und MATH3 k.o., einen komplementären Effekt 
gegenüber dem WT in Bezug auf die Wachstumsrate durch den Pilz zeigten, lässt vermuten, 
dass die Proteine nur in einige Signalwege involviert sein könnten, in andere nicht. Diese 
werden dann entweder unterschiedlich aktiviert oder konkurrieren miteinander. Die beiden 
Proteine MATH2 und MATH3 könnten in Signalwege involviert sein, die zu einer starken 
Wachstumsförderung durch den Pilz führen. Im Gegenzug könnten sie die Interaktion bis zu 
einem gewissen Grad behindern, wenn der WT keine oder eine negative Wachstumsantwort 
auf den Pilz zeigt, da die Mutanten, in denen MATH2 bzw. MATH3 fehlen, in diesem Fall in 
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Anwesenheit des Pilzes besser wachsen als der WT. Eine andere Möglichkeit könnte sein, 
dass die beiden MATH-Proteine in verschiedenen Signalwegen verschiedene Funktionen 
erfüllen. Verschiedene Funktionen könnten z.B. durch verzweigte Signalkaskaden zustande 
kommen.  
Es ist demnach anzunehmen, dass es sich bei den untersuchten MATH-Proteinen um 
evolutionär eher junge Proteine handelt, die sich erst nach Diversifikation verschiedener 
Signalwege entwickelt haben (Kapitel 4.7).  
 
4.2.3 Ko-Kultivierung der PDK1 k.o.-Linien mit P. indica 
Die PDK1 d.k.o.-Mutante wies unter Standardwachstumsbedingungen während verschiedener 
Entwicklungsstadien ein verringertes Wachstum gegenüber dem WT auf (Kapitel 4.1.4). Die 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass PDK1 an der Regulation des Wachstums der Pflanze 
beteiligt ist. Bei Ko-Kultivierungsversuchen mit P. indica wurde ein weiterer phänotypischer 
Unterschied zum WT beobachtet. Wenn beim WT Wachstumsförderung durch P. indica 
auftrat, zeigte die parallel ko-kultivierte PDK1 d.k.o.-Mutante grosse Variabilität in ihrer 
Reaktion auf den Pilz. Sie reagierte entweder weniger oder stärker als der WT auf P. indica. 
Der Grenzwert, ab dem die Mutante im Vergleich zum WT entweder stärker oder schwächer 
reagierte, lag bei 110 % Wachstumsförderung im WT. Wenn der WT mit mehr als 110 % 
Wachstumsförderung reagierte, reagierte die Mutante stärker. Wenn beim WT weniger als 
110 % Wachstumsförderung zu verzeichnen waren, reagierte die d.k.o.-Mutante graduell 
schwächer; d.h. je geringer die Wachstumsförderung im WT unter diesem Grenzwert lag, 
desto weniger als der WT reagierte die Mutante. Bei einer Wachstumsförderung von weniger 
als etwa 80 % im WT reagierte die Mutante sogar gar nicht mehr.  
Die beiden singulären k.o.-Linien PDK1.1 k.o. und PDK1.2 k.o. verhielten sich im 
Unterschied zur PDK1 d.k.o.-Mutante genauso wie der WT in der Reaktion auf den Pilz; 
unabhängig davon, ob der WT mit Wachstumsförderung, nicht mehr oder mit 
Wachstumsinhibition reagierte. Demnach sind die beiden singulären k.o.-Linien auch in der 
Reaktion auf den Pilz untereinander redundant (Kapitel 3.2.2).  
Aus der Reaktion der d.k.o.-Mutante während der Interaktion mit P. indica im Vergleich zum 
WT lässt sich die Aussage, die sich bereits aus dem Phänotyp dieser Mutante ergeben hat, 
somit erweitern. Die Daten der Interaktionsversuche lassen vermuten, dass die Regulation des 
Wachstums nicht nur in einer Richtung, sondern sowohl positiv als auch negativ sein kann. 
Wachstum und Entwicklung bedeuten nicht nur, dass die Pflanze ihre gesamte Energie für 
Zellteilung und Zellstreckung verwendet, sondern auch für andere Prozesse zur Verfügung 
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stellt, die für die gesamte Fitness der Pflanze notwendig sind. Für all diese Prozesse ist 
deshalb immer eine Gegenwirkung notwendig. Es könnte sein, dass PDK1 diese Homöostase 
aufrecht erhält. In Säugern reguliert PDK1 die Balance zwischen Zellteilung, Zellwachstum 
und Apoptose (Alessi, 2001; Storz und Toker, 2002; Mora et al., 2004), was somit dieser 
postulierten Funktion in Pflanzen entsprechen würde.  
Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch noch weitestgehend 
ungeklärt.  
Aus Array-Daten geht hervor, dass PDK1 in allen Geweben exprimiert ist. Dabei ist das 
Expressionsniveau von PDK1.1 (eFP browser, Probe set ID: 250848_at) gegenüber PDK1.2 
(eFP browser, Probe set ID: 258964_at) grundsätzlich etwas höher. Es gibt lediglich eine 
Unterscheidung in der Verteilung ihrer Expressionsmaxima bei der Keimbahnentwicklung. 
Während PDK1.1 im Stigma und den Ovarien exprimiert wird, wird PDK1.2 vor allem in den 
Pollen in der zweiten Entwicklungshälfte exprimiert.  
Aus Säugern ist bisher bekannt, dass PDK1 sich im inaktiven Zustand als lösliches Protein im 
Cytosol befindet. Sobald ein entsprechendes Signal an der Plasmamembran ensteht, wird 
PDK1 dorthin rekrutiert und bindet mit seiner PH-Domäne (Pleckstrin-Homologie-Domäne), 
einer Lipid-Bindedomäne, an die jeweiligen Phospholipide (Komander et al., 2004). PDK1 
autophosphoryliert und aktiviert daraufhin Kinasen der AGC (cAMP-abhängige, cGMP- 
abhängige Proteinkinase C-(PKC))-Familie, die somit ebenfalls an die Plasmamembran 
transloziert werden. PDK1 dient damit als funktionelle Verbindung zwischen Signalen, die an 
der Membran entstehen und damit eingeleiteten Signalkaskaden. Es existieren wenige 
Signalwege, in denen PDK1 im Cytosol bleibt, um AGC-Kinasen zu aktivieren (Komander et 
al., 2004). 
Auch in Arabidopsis konnte nachgewiesen werden, dass PDK1 an Phosphatidsäure (PA) 
bindet (Anthony et al., 2006) und mit verschiedenen AGC-Kinasen interagiert. Insgesamt gibt 
es in Arabidopsis 39 AGC-Kinasen (Bögre et al., 2003). Diese werden im Gegensatz zu 
PDK1 eher Gewebe- und Stimulus-spezifisch aktiviert bzw. induziert, wodurch wiederum 
verschiedene Signalwege aktiviert werden (Zegzouti et al., 2006 b). Auf diese Weise 
spezifiziert sich das Signal, das über PDK1 vermittelt wird. Einige PDK1-aktivierte AGC-
Kinasen in Arabidopsis sind z.B. OXI1 (Anthony et al., 2004 und 2006), PID (Zegzouti et al., 
2006 a) und die S6-Kinase (Otterhag et al., 2006) Sie sind in die Pathogenabwehr (OXI1), 
den Auxinsignalweg (OXI1, PID), den Zytokininsignalweg (OXI1), in Schlüsselsignalwege, 
die als Knotenpunkt für die Integration von Hormon- und Entwicklungssignalen fungieren 
(S6-Kinase), oder in Kälte- und Salzstress (S6-Kinase) einbezogen.  
   Diskussion   
 72
Aus dem Zusammenwirken der AGC-Signalwege, in denen PDK1 als Knotenpunkt zu 
fungieren scheint, könnte die Balance der Wachstumsregulation und der anderen Prozessen 
erklärt werden. Somit könnte PDK1 die Wachstumsreaktion der Pflanze auf den Pilz 
kontrollieren, indem sie die Βalance zu anderen Stoffwechsel- oder Signalprozessen der 
Pflanze aufrecht erhält. Die Daten deuten darauf hin, dass die Rolle von PDK1 in der 
Interaktion mit P. indica eher unspezifisch zu sein scheint.  
Dieser Phospholipid-PDK1-AGC-Signalweg existiert sowohl in Tieren als auch in Pflanzen. 
In beiden Reichen erfüllt er darüberhinaus offensichtlich ähnliche Funktionen. Dieser 
Signalweg ist damit evolutionär alt und konserviert (Mora et al., 2004). Daraus erklärt sich 
auch, weshalb sich die Reaktion der Mutanten im Vergleich zum WT bei verschiedenen 
Ausgängen der Interaktion im Gegensatz zu den MATH k.o.-Linien nicht ändert (Kapitel 
3.2.2).  
 
4.2.4 Ko-Kultivierung der MAPK6 k.o.-Linie mit P. indica 
Die MAPK6 k.o.-Linie reagierte nicht mehr auf den Pilz; unabhängig davon, ob der Pilz beim 
WT Wachstumsförderung, keine Reaktion oder Wachstumsinhibition hervorrief (Kapitel 
3.2.2). Die Kinase ist somit entscheidend für die Wachstumsreaktion der Pflanze auf den Pilz 
während der zweiten Phase der Interaktion, in der die Symbiose etabliert wird (Kapitel 4.2.1). 
MAPK6 ist eine Kinase, die durch eine Vielzahl von Signalen aktiviert und anschliessend 
vom Cytosol zu cytosolischen oder Kern-lokalisierten Transkriptionsfaktoren transloziert 
wird, um diese zu aktivieren und phosphorylieren (Kapitel 1.3.3). Diese Kinase könnte auch 
in dieser Interaktion als Knotenpunkt für mehrere Signalprozesse agieren und so für die 
Wachstumsraktion der Pflanze auf den Pilz verantwortlich sein (Kapitel 4.4.2).  
Beim MAPK-Kaskademodul handelt es sich generell um einen sehr alten und hoch 
konservierten Regulationsmechanismus, der funktionell in sehr unterschiedliche Prozesse 
involviert ist. Dies erklärt, warum sich die Reaktion der k.o.-Mutante bei verschiedenen 
Ausgängen der Interaktion nicht ändert, was im Gegensatz dazu bei den MATH k.o.-Linien 
beobachtet werden konnte (Kapitel 4.2.2). 
 
4.3 Kolonisierung 
Während der Kolonisierung der Pflanze durch den Pilz wachsen die Hyphen des Pilzes um die 
Wurzeln und in die Wurzeln hinein. Es bildet sich ein Pilzmycel aus. Dieses geht mit der 
Bildung von Sporen einher. Die in dieser Arbeit untersuchten k.o.-Linien wurden hinsichtlich 
ihres Kolonisierungsgrades durch P. indica im Vergleich zum WT untersucht. Dabei wurden 
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nur die Versuche ausgewertet, bei denen der WT parallel zu den k.o.-Linien eine 
Wachstumsförderung nach Ko-Kultivierung zeigte. Damit sollte ermittelt werden, ob die 
entsprechenden Proteine eine Rolle bei der Kolonisierung spielen.  
Bis auf die MAPK6 k.o.-Linie waren alle anderen Mutanten (MATH2 k.o., MATH3 k.o., 
PDK1.1 k.o., PDK1.2 k.o., PDK1 d.k.o und MAPK3 k.o.) weniger durch den Pilz kolonisiert 
als der WT; scheinbar unabhängig davon, ob die entsprechenden Proteine verantwortlich sind 
für die Wachstumsreaktion der Pflanze auf den Pilz oder nicht (Abb. 3.19). Die stärkste 
Reduktion des Kolonisierungsgrades konnte bei der MATH2 k.o. und MAPK3 k.o.-Mutante 
verzeichnet werden. Somit stimmt die Wachstumsförderung nicht mit dem Grad der 
Kolonisierung überein. Umgekehrt hängt ein Ausbleiben der Wachstumsreaktion in den 
Mutanten nicht zwangsläufig mit einer verminderten Kolonisierung zusammen. Die 
Unterscheidung zwischen der Kolonisierungsrate und der Wachstumsantwort auf den Pilz 
fällt besonders bei der MAPK3 und MAPK6 k.o.-Linie auf. Während die MAPK3 k.o.-Linie 
eine Wachstumsantwort auf den Pilz zeigt (Kapitel 3.2.2), ist die Kolonisierung deutlich 
geringer als im WT. Die MAPK6 k.o.-Linie zeigt keine Wachstumsreaktion auf den Pilz 
(Kapitel 3.2.2), wird aber nahezu genauso wie der WT vom Pilz kolonisiert. Während 
MAPK3 eine Rolle bei der Kolonisierung spielen könnte, scheint MAPK6 dagegen eher in die 
Wachstumsreaktion auf den Pilz verantwortlich zu sein.  
 
4.4 Expressionsanalyse 
Bei den Ko-Kultivierungsversuchen wurde das zeitliche Expressionsmuster von MATH1, 
MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 untersucht. Dabei wurde der 
gesamte Zeitraum von 0 bis 10 Tage nach Inokulation erfasst. Zusätzlich wurde die 
Expression von OXI1, dessen Genprodukt ein Substrat von PDK1 ist und das durch 
Pathogenbefall induziert wird (Anthony et al., 2006) und von LOX1, einem Abwehrgen, 
untersucht.  
Das Material stammte aus den Wurzeln der Pflanzen aus den Ko-Kultivierungsversuchen.  
 
4.4.1 Regulation der Genexpression von MATH1 
MATH1 ist in den Wurzeln während der Interaktion mit P. indica so gut wie nicht reguliert. 
Lediglich nahm die Genexpression bis 4 Tage nach Inokulation geringfügig ab, und daraufhin 
6 und 8 Tage nach Inokulation geringfügig zu. 10 Tage nach Inokulation war eine 
geringfügige Veränderung der Genexpression gar nicht mehr festuzstellen. MATH1 wird in 
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den Wurzeln allgemein sehr hoch exprimiert. Auch auf Proteinebene ist MATH1 sehr hoch 
abundant. 
 
4.4.2 Regulation der Genexpression von MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 
und MAPK6 
MATH2, MATH3, PDK1.1, PDK1.2, MAPK3 und MAPK6 zeigten qualitativ das gleiche 
zeitliche Expressionsmuster in den Wurzeln während der Interaktion mit P. indica (Kapitel 
3.2.4). Die Stärke der Regulation war jedoch unterschiedlich. Alle diese Gene wurden durch 
P. indica transient hochreguliert. Die Hochregulation der mRNA begann 4 Tage nach 
Inokulation und nahm bis 8 Tage nach Inokulation immer mehr zu, so dass die maximale 
Expressionsrate 8 Tage nach Inokulation erreicht war. Danach nahm die Transkriptmenge 
wieder ab und die Gene wurden im darauffolgenden Zeitverlauf nicht mehr reguliert. 
Betrachtet man den Grad der Regulation, so wurde eine deutliche Induktion der 
Genexpression (> Faktor 2) nur bei MATH2 und MAPK3 beobachtet. Von MAPK3 ist 
bekannt, dass sie innerhalb der Familie der MAPKs die einzige MAPK ist, die auch auf 
Transkriptebene reguliert wird. Alle anderen MAPKs werden vorrangig posttranslational 
reguliert (Hamel et al., 2006). Dies konnte somit während der Interaktion mit P. indica 
ebenfalls bestätigt werden. MATH3, PDK1.1, PDK1.2 und MAPK6 zeigten dagegen nur eine 
schwache Regulation.  
Somit sind alle diese Gene in der zweiten Phase der Interaktion, in der die Symbiose etabliert 
wird, transient hochreguliert. Sie sind damit für den Aufbau der Symbiose wichtig (Abb. 4.1). 
Basierend auf den Expressionsdaten kann weiterhin vermutet werden, dass sie weder während 
der Früherkennung des Pilzes durch die Pflanze noch während der eigentlichen symbiotischen 
Interaktion im späteren Zeitverlauf eine Rolle spielen. Auf Proteinebene konnte allerdings 
beobachtet werden, dass MAPK3 und MAPK6 in Arabidopsis-Wurzeln nach Zugabe eines 
Zellwandextrakts (ZWE) von P. indica transient phosphoryliert werden. Diese 
Phosphorylierung ist abhängig vom cytosolischen Ca2+-Einstrom, der durch die Perzeption 
des ZWE verursacht wird (Vadassery et al., 2009). Somit sind beide MAPKs sowohl in frühe 
Erkennungssignalwege, als auch in den Aufbau der Symbiose involviert. Da MAPKs ein sehr 
konserviertes und zentrales Regulationsmodul innerhalb des Netzwerkes von Signalwegen 
darstellen ist zu erwarten, dass sie in dieser Interaktion noch weitere, bisher unbekannte 
Funktionen erfüllen.  
Es konnten keine Unterschiede in der Regulation der Expression der untersuchten Gene bei 
verschiedenen Ausgängen der Interaktion (Wachstumsförderung, keine Reaktion oder 
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Wachstumsinihibition) festgestellt werden. Die entsprechenden Genprodukte sind somit 
verantwortlich für die “Kommunikation” mit dem Pilz während der Etablierung der 
Symbiose, entscheiden aber nicht darüber, ob Pflanzen auf den Pilz mit Wachstumsförderung 
reagieren oder nicht. 
 
 
Abb. 4.1: Schema der Interaktion von Arabidopsis mit P. indica. Dargestellt ist die Biomassezunahme in den 
Wurzeln bei positiver Wachstumsreaktion auf den Pilz in Kombination mit der Regulation der Genexpression 
untersuchter Gene in den Wurzeln. Die Interaktion ist dabei in drei Phasen unterteilt.  
 
4.4.3 Regulation der Genexpression von OXI1 
OXI1 wird bei Pathogenbefall induziert und kodiert für ein Protein, das ein Substrat von 
PDK1 ist. OXI1 agiert stromaufwärts von MAPK3 und -6 (Anthony et al., 2004 und 2006). 
Die Expression dieses Gens wurde ebenfalls im gesamten hier betrachteten Verlauf der 
Interaktion von Arabidopsis mit P. indica untersucht.  
Auch OXI1 zeigte nur eine sehr schwache Hochregulation der Genexpression in den Wurzeln 
4, 6 und 8 Tage nach Inokulation. Dieses Gen war somit am Übergang zwischen Erkennungs- 
und Etablierungsphase und während der darauffolgenden Etablierungsphase gleichermassen 
schwach hochreguliert (Abb. 4.1). Damit unterscheidet sich das zeitliche Expressionsmuster 
von OXI1 während der Interaktion mit P. indica von dem von PDK1 und MAPK3 und -6. Es 
wäre jedoch zu erwarten, dass der PDK1-OXI1-MAPK3/6-Signalweg auch in der 
mutualistischen Interaktion mit P. indica aktiviert und OXI1 folglich genauso wie PDK1 und 
MAPK3 und -6 induziert wird. Dass OXI1 trotzdem ein anderes zeitliches Expressionsmuster 
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zusätzlich jedoch noch durch einen weiteren Stimulus 4 Tage nach Inokulation schwach 
induziert wird. OXI1 würde in diesem Fall über zwei verschiedene Routen in dieser 
Interaktion involviert sein. In diesem Fall würden sich zwei verschiedene Expressionsmaxima 
Zeit-versetzt etwas überlagern. OXI1 wird unabhängig von PDK1 noch durch oxidative burst 
aktiviert (Anthony et al., 2006). Die Bildung von H2O2 konnte direkt nach Zugabe eines ZWE 
von P. indica auf Arabidopsis-Wurzeln jedoch nicht nachgewiesen werden (Vadassery et al., 
2009). Es ist allerdings möglich, dass oxidative burst in dieser Interaktion stattfindet, jedoch 
zeitverzögert und/oder deutlich schwächer (s. LOX1, Kapitel 4.4.4), so dass diese Reaktion 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht nachgewiesen werden konnte.  
Die Induktion der Genexpression von OXI1 war wieder unabhängig vom Ausgang der 
Interaktion. OXI1 ist damit ebenfalls nicht dafür verantwortlich dafür, mit welcher 
Wachstumsreaktion die Pflanze auf den Pilz reagiert.  
 
4.4.4 Regulation der Genexpression von LOX1  
Lipoxygenase 1 (LOX1), die für ein Abwehrgen kodiert, wurde 4 Tage nach Inokulation in 
den Wurzeln transient hochreguliert, d.h. genau am Übergang zwischen Erkennungs- und 
Etablierungsphase. Im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Genen konnte diese 
Hochregulation nur beobachtet werden, wenn die Pflanzen durch den Pilz grösser wurden. Bei 
einer Wachstumsinhibition durch den Pilz wurde sie nicht hochreguliert bzw. wurde sie kaum 
reguliert, wenn die Pflanzen keine Wachstumsreaktion zeigten (nicht gezeigt). Dies könnte 
bedeuten, dass die Interaktion der Pflanze mit dem Pilz dann mutualistisch wird, wenn die 
Pflanze stärkere Abwehrmechanismen hochfährt.  
Abwehrreaktionen in mutualistischen Interaktionen laufen meist lokal begrenzt und in frühen 
Phasen der Interaktion ab. Sie werden im weiteren Verlauf der Interaktion unterdrückt 
(Kapitel 4.2.1). Damit scheint es zusammenzuhängen, dass LOX1 nur nach 4 Tagen und 
anschliessend nicht mehr hochreguliert ist. Es ist davon auszugehen, dass weitere 
Abwehrreaktionen stattfinden, die ebenfalls in diesem Zeitfenster ablaufen könnten. Somit 
würde die Pflanze, nachdem sie den Interaktionspartner wahrgenommen und erkannt hat, 
zunächst Abwehrreaktionen starten. Bei einer mutualistischen Interaktion würden diese im 
weiteren Verlauf herunterreguliert werden (Ruiz-Lozano et al., 1999) und der Aufbau der 
Symbiose starten. Diese Überwindung der Abwehrreaktionen könnte auch mit dem 
Interferieren von Effektorproteinen des Interaktionspartners einhergehen, die ursprünglich in 
der Evolution zur Entstehung dieser Basiskompatibilität geführt hat (Kapitel 4.2.2).  
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Lipoxygenasen sind Dioxygenasen, die die Oxidation mehrfach ungesättigter Fettsäuren 
katalysieren, was zur Bildung von Fettsäurehydroperoxiden führt. LOX spielen neben anderen 
Prozessen auch in der Pathogenabwehr eine Rolle (Porta und Rocha-Sosa, 2002). In der 
Pathogenabwehr sind sie an der Aktivierung von Signalwegen und der Auslösung der 
hypersensitiven Reaktion beteiligt und besitzen eine antimikrobielle Wirkung (Maccarone et 
al., 2000; Porta und Rocha-Sosa, 2002).  
Es ist möglich, dass es einen Zusammenhang zwischen der LOX-Aktivität und der schwachen 
Induktion von OXI1 in der Reaktion auf P. indica in Arabidopsis gibt. Beide Proteine sind in 
der Pathogenabwehr an den oxidative burst gekoppelt und werden 4 Tage nach Inokulation 
während der Interaktion mit P. indica induziert. Wie bereits erwähnt, konnte eine Produktion 
von H2O2 in dieser Interaktion jedoch nicht nachgewiesen werden (Vadassery et al., 2009). 
Da Abwehrreaktionen in mutualistischen Reaktionen zwar in frühen Stadien, jedoch 
langsamer und schwächer als in pathogenen Interaktionen und meist lokal begrenzt ablaufen 
(Rancé et al., 1998), kann es jedoch sein, dass es trotzdem zu einer schwächeren und 
verzögerten Bildung von H2O2 kommt, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht 
nachzuweisen war. Dies könnte die Expression von LOX1 induziert haben. Zudem ist ein 
rapider und starker Abbau von ROS ein primärer Mechanismus, der die Interaktion in einer 
mutualistischen Balance hält (Kogel, 2006). Demnach könnte es auch sein, dass ROS in 
dieser Interaktion deutlich schneller und effektiver abgebaut werden als in einer pathogenen 
Interaktion. Alternativ könnte die Induktion von LOX1 (sowie auch von OXI1, Kapitel 4.4.3) 
auch unabhängig vom oxidative burst erfolgt sein.  
 
4.5 Kalzium-Abhängigkeit der untersuchten MATH-Proteine 
Kalzium fungiert in allen Signalprozessen als ein universeller sekundärer Botenstoff. Seine 
Freisetzung z.B. ins Cytosol ist einer der ersten Vorgänge, der innerhalb von Sekunden oder 
Minuten abläuft. Dies konnte auch für die Interaktion von Arabidopsis mit P. indica gezeigt 
werden (Vadassery et al., 2009). Dieser cytosolische Kalziumeinstrom durch P. indica spielt 
damit eine Rolle in der Früherkennung des Pilzes.  
Sowohl für MATH2 als auch für MATH3 wurde untersucht, ob sie verantwortlich 
(stromaufwärts) für den cytosolischen Kalziumeinstrom durch P. indica sind. Es zeigte sich, 
dass die Kalziumantwort von keinem der beiden Proteine abhängig ist (Kapitel 3.3). Sie sind 
demnach unabhängig oder stromabwärts davon. Dadurch wird bestätigt, dass die Proteine 
nicht an der Früherkennung des Pilzes und der darauf folgenden Signalweiterleitung  in der 
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Zelle, sondern in einer anderen Phase der Interaktion beteiligt sind, wie bereits aus den 
Expressionsanalysen (Kapitel 4.4.2) hervorgegangen ist.  
 
4.6 Lokalisierung und biochemische Charakterisierung von MATH1 und MATH2 
Bisher wurde gezeigt, dass sowohl MATH1 als auch MATH2 wichtig für die Interaktion von 
Arabidopsis mit P. indica sind. Bislang war jedoch nichts über diese Proteine bekannt. 
Deshalb wurden sie zunächst subzellulär lokalisiert. Beide Proteine wurden auf der 
Außenseite der Plasmamembran lokalisiert (Kapitel 3.4.2 – 3.4.4). Mit Hilfe der 
Gefrierbruchmarkierung konnte die zweidimensionale Verteilung beider Proteine auf der 
Plasmamembran untersucht werden. Sie zeigte, dass beide MATH-Proteine immer in Clustern 
von einem Durchmesser von etwa 100 nm organisiert waren (Abb. 3.31). Die Grösse der 
Cluster entspricht in etwa der von lipid rafts. Beide MATH-Proteine könnten demnach in 
lipid rafts vorkommen. Lipid rafts spielen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion, in 
dem sie eine konzentrierte Plattform für interagierende Proteine an der Plasmamembran zur 
Entstehung von Signalkaskaden schaffen (Simons und Toomre, 2000).  
Weiterhin handelt es sich bei beiden MATH-Proteinen um periphere Membranproteine, die 
nur schwach über einzelne Aminosäuren mit der Plasmamembran verankert sind. Sie lösten 
sich bei der Proteinisolation leicht von der Plasmamembran ab. Dies zeigte sich zum Einen 
bei der Gefrierbruchmarkierung mit isolierten Plasmamembrananreicherungen, bei der der 
grösste Teil der markierten MATH-Proteine in löslichen Proteinaggregaten statt an den 
Membranvesikeln zu finden war (Abb. 3.28). Zum Anderen sind Proteine in lipid rafts nicht 
durch Membran-auflösende Detergentien wie Triton X-100 oder Nonidet P40 löslich, weshalb 
sie sich nach der Isolation aus dem Gewebe und Zugabe dieser Detergentien nicht 
elektrophoretisch auftrennen lassen. Dennoch sind beide MATH-Proteine durch das 
elektrische Feld gelaufen und konnten in einem anschliessenden Western blot nachgewiesen 
werden. Es ist unwahrscheinlich, dass beide MATH-Proteine durch Proteasen als natürlichen 
Aktivierungsmechanismus von der Plasmamembran abgespalten werden, da bei der 
Proteinextraktion Proteaseinhibitoren zugegeben wurden.  
Proteine an der Plasmamembranaußenseite sind oft stark glykosyliert. Es wird vermutet, dass 
die Oligosaccharidketten dieser Proteine eine Rolle bei der Proteinerkennung, Adhäsion, 
Faltung oder dem Schutz vor Proteasen dienen könnten. Beide MATH-Proteine sind, obwohl 
sie an der Außenseite der Plasmamembran lokalisiert sind, nicht glykosyliert (Abb. 3.37). Die  
oben aufgezählten Eigenschaften haben somit vermutlich keine Bedeutung für die 
Funktionsweise der beiden MATH-Proteine. Dass beide MATH-Proteine offenbar keinen 
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Schutz vor Proteasen benötigen, obwohl an der Außenseite der Plasmamembran sehr viele 
Proteasen aktiv sind, könnte ein Hinweis darauf sein, dass beide MATH-Proteine, anders als 
z.B. Strukturproteine, nur kurzlebig sind und damit eine hohe Umsatzrate besitzen. Dies 
könnte im Zusammenhang mit ihrem wahrscheinlichen Vorkommen in lipid rafts erklärt 
werden. Lipid rafts sind ebenfalls keine über längere Zeit konstanten Strukturen in der 
Plasmamembran, sondern entstehen direkt, wenn sie benötigt werden, und dissoziieren, 
sobald sie ihre Funktion erfüllt haben.  
Darüberhinaus lässt sich MATH1 in einem Western blot immer als Doppelbande nachweisen 
(Kapitel 3.4.2). Es tritt somit in zwei verschiedenen Grössenvarianten auf, was entweder auf 
zwei verschiedene Spleissvarianten bei der Proteinbiosynthese oder eine posttranlationale 
Modifizierung zurückzuführen ist. Eine zeitliche sowie räumliche Verteilung beider 
Grössenvarianten konnte nicht gefunden werden; beide Varianten liessen sich immer 
zusammen nachweisen. 
 
4.7 Putative Rollen von MATH1, -2 und -3 in Arabidopsis 
MATH1 ist ein hoch abundantes Protein in Wurzeln und quellenden Samen und essentiell für 
die Keimung (Kapitel 4.1.1). Damit ist dieses Protein nicht ausschliesslich spezifisch für die 
Interaktion mit P. indica, sondern ebenfalls wichtig für Wachstums- und 
Entwicklungsprozesse der Pflanze. Während der Interaktion mit P. indica wird MATH1 in 
den Wurzeln von Arabidopsis transient modifiziert, wie anhand von zweidimensionaler 
Gelelektrophorese gezeigt wurde (Peškan-Berghöfer et al., 2004). Die chemische Natur der 
Modifizierung konnte noch nicht geklärt werden.  
MATH2 ist ein weniger stark abundantes Protein als MATH1 und wird in Spross- und 
Wurzelgewebe auf Proteinebene gleichermassen exprimiert (Kapitel 3.4.2 – 3.4.4). Es ist 
daher auch für MATH2 unwahrscheinlich, dass es ausschliesslich in die Interaktion mit P. 
indica involviert ist, da der Pilz unter normalen Umständen nur die Wurzeln kolonisiert. 
Während der Interaktion mit P. indica wird die Expression des korrespondierenden Gens in 
der Phase, in der sich die Symbiose aufbaut, in den Wurzeln transient hochreguliert (Abb. 
4.1). Die entsprechende k.o.-Linie verhält sich in der Wachstumsantwort auf P. indica 
reziprok zum WT (Kapitel 4.2.2) und wird durch den Pilz deutlich weniger kolonisiert als der 
WT (Abb. 3.19).  
Auch MATH3 wird in der Phase, in der sich die Symbiose aufbaut, ähnlich wie MATH2 in den 
Wurzeln transient hochreguliert (Abb. 4.1), wobei die Regulation nur sehr schwach ist. Die 
entsprechende k.o.-Linie verhält sich ebenfalls wie bei MATH2 in der Reaktion der 
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Wachstumsrate auf P. indica reziprok zum WT (Kapitel 4.2.2). Die Kolonisierung dieser k.o.-
Linie durch den Pilz ist allerdings weniger reduziert als bei der MATH2 k.o.-Linie (Abb. 
3.19).   
Die Gene für MATH1, -2 und -3 liegen im Arabidopsis-Genom direkt hintereinander und 
haben alle die gleiche Genarchitektur eines Tandem-MATH-Motivs mit einer 
Sequenzhomologie von untereinander etwa 70 % auf Genomebene. Sie besitzen jedoch, 
sowohl in Wachstum und Entwicklung, als auch in der Interaktion mit P. indica, 
unterschiedliche Funktionen. Sie sind damit durch rapide Genduplikationsereignisse und 
anschliessende funktionelle Divergenz entstanden (Ermolaeva et al., 2003; Blanc und Wolfe, 
2004; Gu et al., 2005). Genduplikationsereignisse fanden vor 38 Mio Jahren oder später statt 
(Ermolaeva et al., 2003). Folglich handelt es sich bei den drei MATH-Genen um noch relativ 
junge Gene. Im Vergleich dazu bildeten sich die ersten Symbiosen vor 460 Mio Jahren 
(Heckman et al., 2001), was erklärt, warum die MATH-Proteine MATH2 und MATH3 
vermutlich in nur einige, aber nicht in alle Signalwege während der Interaktion mit P. indica 
involviert sein könnten (Kapitel 4.2.2). Bei diesen Genduplikationsereignissen, die ein 
Hauptmerkmal der längerfristigen Evolution sind, geht ein Grossteil der duplizierten Gene 
verloren. Der Teil, der nicht verloren geht, bleibt funktionell redundant oder divergiert 
funktionell (Blanc und Wolfe, 2004). Durch funktionellen Divergenz, die mit asymmetrischen 
Veränderungen im Expressionsmuster (Gu et al., 2005) und der Proteinsequenz duplizierter 
Gene einhergeht, kann es entweder zur Neofunktionalisierung oder Subfunktionalisierung 
dieser Gene kommen. Bei Neofunktionalisierung erwirbt eine Genkopie eine neue Funktion, 
bei Subfunktionalisierung bewahren beide Gene einen Teilsatz der Funktionalität des 
Vorfahrengens (Force et al., 1999). Somit handelt es sich bei der Divergenz zwischen 
MATH1 auf der einen Seite und MATH2 und MATH3 auf der anderen Seite um 
Neofunktionalisierung. Bei der Divergenz zwischen MATH2 und MATH3 fand vermutlich 
Subfunktionalisierung statt, da sich die entsprechenden k.o.-Linien in der Reaktion auf P. 
indica ähnlich verhalten und sie das gleiche zeitliche Expressionsmuster während der 
Interaktion mit P. indica aufweisen. Bei den genannten Genduplikationsereignissen sind 
Gruppen duplizierter Gene meist zusammen divergiert, wodurch parallele Netzwerke 
entstanden (Blanc und Wolfe, 2004). Vorrangig sind nach Genduplikationen Gene, die in 
Signaltransduktion und Transkription invovlviert sind, erhalten geblieben und funktionell 
divergiert (Blanc und Wolfe, 2004), wodurch sich die Komplexizität des regulatorischen 
Netzwerkes erweitern konnte (Gu et al., 2005). Die drei MATH-Proteine könnten folglich 
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ebenso in jeweils eigene Signaltransduktionsnetzwerke eingebunden sein, die ähnlich 
fungieren.  
Die Funktionsweise der drei MATH-Proteine MATH1, -2 und -3 bleibt jedoch ungeklärt. 
MATH-Domänen konnten in verschiedenen Proteinen unterschiedlicher Organismen 
gefunden werden. Diese Proteine erfüllen dabei sehr verschiedene Funktionen. Für einige 
Proteine wird postuliert, dass die MATH-Domäne wichtig für die 
Untereinheitenassemblierung benachbarter Domänen ist (Sunnerhagen et al., 2002). Für 
andere Proteine wurde herausgefunden, dass diese Domäne als Protein-Protein-Binde-Motiv 
fungiert (Uren und Vaux, 1996; Dow und Mains, 1998; Pintard et al., 2003; Xu et al., 2003; 
Weber et al., 2004; Figueroa et al., 2005; Gingerich et al., 2005 und 2007; Kwon et al., 
2006). Proteine mit MATH-Domänen gibt es in allen Eukaryoten. Das MATH-Motiv scheint 
jedoch kein konserviertes und konstantes Element zu sein, das etwas über die Funktion des 
Proteins aussagt. Vielmehr scheint diese Domäne auf struktueller Ebene zur Funktionsweise 
(z.B. als Protein-Protein-Bindemotiv) des Proteins, in dem sie sich befindet, beizutragen.  
Die Domänentopologie von MATH1, -2 und -3 lässt vermuten, dass es sich um 
Adapterproteine für die Interaktion weiterer Proteine handeln könnte. Es sind jedoch noch 
keine Interaktionspartner für die drei MATH-Proteine bekannt. In der Interaktion von 
Arabidopsis mit P. indica stellt sich die Frage, aus welchem der beiden Organismen die 
Interaktionspartner kommen. Aus zwei Gründen ist es wahrscheinlich, dass die 
Interaktionspartner selbst Arabidopsis-Proteine sind. Erstens ist MATH1 entscheidend für die 
Keimung der Samen. Das Einsetzen der Samenkeimung geschieht jedoch intern nach 
Perzeption abiotischer Signale und ohne Interaktion mit einem weiteren Organismus. 
Zweitens sind die anderen beiden MATH-Proteine zu nah verwandt zu MATH1, als dass 
Interaktionspartner aus einem anderen Organismus wahrscheinlich wären.   
Wie bereits erwähnt sitzen MATH1 und -2 an der Außenseite der Plasmamembran und sind 
vermutlich in lipid rafts organisiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass dies auch für 
MATH3 zutrifft. Lipid rafts bilden sich, um raft-Proteine und interagierende Proteine in 
einem Netzwerk zu verbinden, um daraus Signalkaskaden einzuleiten. Sie bestehen aus 
Rezeptoren, Adapter- und Stützproteinen (Simons und Toomre, 2000). Die untersuchten 
MATH-Proteine könnten dabei als Adapterproteine fungieren, um entweder extrazelluläre 
Proteine an diese rafts zu rekrutieren oder um raft-interne Proteine miteinander zu 
dimerisieren. Um zu verstehen, wie diese drei MATH-Proteine auf molekularer Ebene 
letztendlich zu Wachstum und Entwicklung der Pflanze, als auch zur Interaktion mit P. indica 
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beitragen ist es notwendig, sowohl die Interaktionspartner als auch das jeweilige Netzwerk 
der davon abgeleiteten Signalwege dieser MATH-Proteine zu kennen.  
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Abb. Anhang1: Wachstumsreaktionen der PDK1.1a 
k.o.-Mutante auf P. indica, wenn beim WT 
Wachstumsinhibition zu beobachten war. Dargestellt 
sind die Mittelwerte der Biomasse der Wurzeln eines 
Versuchs (*Werte entsprechen dem Mittelwert von 10 
Einzelwurzeln, die zusammen gemessen wurden). Die 




Abb. Anhang 2: Wachstumsreaktionen der PDK1.2 k.o.-Mutante auf P. indica, wenn (A) der WT nicht 
reagierte bzw. (B) beim WT Wachstumsinhibition zu beobachten war. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Biomasse der Wurzeln eines Versuchs (*Werte entsprechen dem Mittelwert von 10 Einzelwurzeln, die 








Abb. Anhang 3: Wachstumsreaktionen der PDK1 
d.k.o.-Mutante auf P. indica, wenn der WT nicht 
reagierte. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Biomasse der Wurzeln aus zwei unabhängigen 
Versuchen. Die Balken repräsentieren den 
































































Abb. Anhang 4: Wachstumsreaktionen der MAPK6 k.o.-Mutante auf P. indica, wenn (A) der WT nicht 
reagierte bzw. (B) beim WT Wachstumsinhibition zu beobachten war. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Biomasse der Wurzeln (A) aus zwei unabhängigen Versuchen bzw. (B) eines Versuchs. Die Balken 




Abb. Anhang 5: Komplementationsanalyse für MAPK3 k.o. und MAPK6 k.o. in der 
Antwort auf P. indica. Für beide k.o.-Linien wurden je 2 tap-getaggte Linien verwendet, die 
mit dem Pilz ko-kultiviert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte je eines Versuchs, bei dem 
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